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Satzungen des Ausschusses zur Férderung des 
Wissenschaftlich-Medizinischen Nachwuchses. 
(Hilfsausschu8 der Rockefeller-Foundation.) 





1. Grundsatzliche Bestimmungen. 


a) Der Zweck der Beihilfen ist die Ausbildung und Férderung 
der neuen Generation auf dem Gebiete der Medizin und ihrer Nachbar- 
wissenschaften. 

b) Vorbedingung ist, daB die gewéhnliche Unterhaltung der Institute 
und Einzelpersonen nicht im Hinblick auf die im folgenden vorgesehenen 
Zuwendungen eingeschriinkt werden darf. Auch darf die von der 
Rockefeller-Foundation geleistete Hilfe nicht in irgendeiner Weise 
zum Ersatz der finanziellen Unterstiitzung verwendet werden, die bisher 
von den Universititsbehérden, einer Staatsregierung, dem deutschen 
Reiche oder einer anderen hierzu verpflichteten Stelle bewilligt war. 

ce) Alle Beihilfen sind auf die Dauer eines Jahres beschrinkt. Der 
Ausschu8 hat indessen das Recht zur Wiedererneuerung. Antrige auf 
Verlingerung um ein weiteres Jahr miissen spitestens am 31. Mai dem 
Ausschu8 vorliegen, sie sind mit kurzen Angaben iiber den Stand der 
Arbeiten, ihre geplante Fortsetzung und die voraussichtlichen Ergebnisse, 
ferner iiber solche Verhiltnisse zu begleiten, die sich seit dem ersten 
Antrage geiindert haben. Gegebenenfalls kinnen mehrmals Verlingerungen 
bewilligt werden. Wechsel in Arbeitsstitte, Stellung und Arbeitsplan 
sind dem Ausschuf rechtzeitig vorher zu melden, und bediirfen seiner 
Zustimmung, falls die Beihilfen ganz oder teilweise unter den verinderten 
Umstiinden weiter beansprucht werden. 

d) Alle Bewilligungen, sowohl die fiir persénlichen Lebensunterhalt 
als auch die fiir Sachbeschaffungen sind von der deutschen Regierung 
als steuerfrei zu erkliren. 

Der Herr Reichsminister der Finanzen hat zugesagt, das Notige 
zu veranlassen, 

e) Empfinger von Fortbildungs- und Forschungsbeihilfen diirfen 
nicht zur Erledigung laufender Tagesarbeiten verwendet werden, sofern 
das nicht fiir ihre Ausbildung und Forschung unentbehrlich erscheint, 
oder zur Ersparnis von Assistenten, Professoren oder technischem Personal 
dienen, die fiir Lehre oder Forschung notwendig sind. 


2. Umfang der Ausbildungs- und Fortbildungsbeihilfen. 


Die Beihilfen sind auf folgende Gebiete der medizinischen Forschung 
und Lehre beschriankt: 
I. Anatomie, Histologie, Embryologie und Biologie, 
II. Physiologie, Physiologische Chemie, Pharmakologie, Chemie, Physik. 
III. Pathologie, Bakteriologie, Immunologie, Hygiene, 
[V. Klinische Medizin in ihrer Laboratoriumsarbeit. 
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Foérderung wiss.-med. Nachwuchses. 


Rein klinische Fortbildung und Forschung fallen als solche nicht 
in das Arbeitsgebiet des Ausschusses. Dagegen koénnen wissenschaftliche 
Kriafte, die in den Laboratorien von Kliniken, Polikliniken, Kranken- 
anstalten titig sind, Beihilfen erhalten, sofern sie sich vornehmlich mit 
theoretischen Aufgaben chemischen, physikalischen, physiologischen, 
pathologischen Inhalts beschiftigen. Physik, Chemie und Biologie sollen 
nur insofern in Betracht kommen, als sie in Beziehung zur Medizin stehen. 


3. Art der Beihilfen. 


a) Fortbildungsbeihilfen werden jungen wissenschaftlichen 
Kriften zuteil, die noch nicht in der Lage sind, selbstiindige Arbeiten 
vorzulegen, aber nach dem Zeugnis akademischer Lehrer oder angesehener 
Forscher, unter deren Leitung sie gearbeitet haben, im Interesse der 
akademischen Lehre und Forschung auf dem Arbeitsgebiet des Aus- 
schusses Férderung ihrer wissenschaftlichen Entwicklung verdienen. Die 
Bewerbung um solche Fortbildungsbeihilfen mu8 demgemi8 auf geeignete 
Zeugnisse gegriindet werden, sofern nicht der Antrag, was in erster 
Linie zu empfehlen ist, unmittelbar durch den maSgeblichen akademischen 
Lehrer oder Forscher an den Ausschu8 gestellt wird. 

b) Forschungsbeihilfen werden auf Grund eingereichter wissen- 
schaftlicher Publikationen an Bewerber bewilligt, die ihrem Lebensalter 
nach zum wissenschaftlichen Nachwuchs zihlen, ohne bereits eine etat- 
miBige Professur oder eine gleichgeordnete wissenschaftliche Stellung 
zu bekleiden. Die Bewerbung wird im allgemeinen von dem Bewerber 
selbst an den AusschuB zu richten sein, sofern nicht im Antrag wit- 
geteilte Griinde die Vorlegung durch Dritte zweckmiBig erscheinen 
lassen. Zeugnisse zur Unterstiitzung der Bewerbung sind willkommen. 

Jeder Antrag auf Gewihrung einer Fortbildungs- oder Forschungs- 
beihilfe muB das Arbeitsziel und die Persénlichkeit des Bewerbers derart 
kennzeichnen, da8 sich der Ausschu8 cin Bild von den Aussichten machen 
kann, die sich an die Gewihrung der Beihilfe kuiipfen lassen. Auch 
mu8 aus dem Antrag hervorgehen, ob nur Mittel zur Deckung von 
Sachausgaben nétig sind oder ob solche auch fiir die persénliche Lebens- 
fiihrung nachgesucht werden. 

e) Mittel zur Lebensfiihrung. Der Ausschu8 bemiBt die Mittel 
fiir die Lebensfiihrung nach dem Grundsatz, da®B der Empfinger einer 
Fortbildungsbeihilfe im Héchstfall mit einem planmifigen Assistenten 
an einer deutschen Hochschule, der Empfianger einer Forschungsbeihilfe 
im Hoéchstfall mit einem beamteten Hochschullehrer des gleichen Lebens- 
alters hinsichtlich seiner Besoldung gleichgestellt werden soll. Angaben 
dariiber, welchen Bruchteil der Bewerber von der Vergiitung oder Be- 
soldung eines gleichaltrigen planmiBigen Assistenten oder beamteten 
Professors etwa bereits aus anderer Quelle bezieht, sind deshalb in den 
Fallen, in denen Mittel fiir die Lebensfiihrung beantragt werden, not- 
wendig, oder, wenn diese Mitteilung im einzelnen Falle untunlich er- 
scheinen sollte, einem Angehérigen des Ausschusses vertraulich zur 
Kenntnis zu bringen. 

Diesen Grundsitzen entsprechend ist der Antrag, soweit er den 
Lebensunterhalt des Bewerbers betrifft, in keinem Falle auf Gewahrung 
eines bezifferten Betrages, sondern auf Bewilligung der vollen oder 
prozentualen Beziige eines gleichaltrigen Assistenten oder Professors 
zu stellen. 

d) Mittel fiir Sachausgaben. Geplante Sachausgaben sind im 
Antrage nur in Umrissen zu kennzeichnen. Es ist aber zu erliutern, 
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Férderung wiss.-med. Nachwuchses. 


in welchem Betrage oder ob gar keine Mittel aus anderen Quellen fiir 
die beabsichtigte Forschung zu Gebote stehen. Einzelangaben kénnen 
im allgemeinen entbehrt werden. Nur wenn die Anschaffung hoch- 
wertiger Apparate oder anderer kostbarer Forschungsmittel beabsichtigt 
ist, bedarf es der Einzelauffiihrung, einerseits zur Begriindung der ent- 
sprechenden héheren Gesamtanforderung, anderseits weil der Ausschu8 
sich ganz allgemein vorbehiilt, tiber das Eigentum an beschafften Gegen- 
stiinden nach beendeter Benutzung durch den Empfinger der Beihilfe 
Bestimmung zu treffen. 


Bei allen Sachausgaben ist auf sparsame Verwendung der Beihilfen 
sorgfaltig Bedacht zu nehmen. Die von der Notgemeinschaft der 
deutschen Wissenschaft geschaffene Einrichtung zum verbilligten Bezuge 
von Gegenstinden des Forschungsbedarfes ist méglichst weitgehend zu 
benutzen. 

Die Verwendung der Beihilfen zur Deckung allgemeiner Unkosten 
der Institute oder zur Entlastung der 6ffentlichen Stellen, die die Institute 
im arbeitsfihigen Zustande erhalten, ist unzulassig. In Zweifelsfillen 
ist nach Ziffer 5a zu verfahren. 

Soweit die Beihilfen fiir Sachausgaben gewiinscht werden, sind sie 
in amerikanischen Dollars zu beantragen. 

e) Leistung des Empfiingers. Wer in irgendeiner Form vom 
AusschuB eine Beihilfe empfingt, iibernimmt die Verpflichtung, dem 
AusschuB je drei Sonderabdrucke der Arbeiten zu iibersenden, die er 
mit Hilfe der ihm bewilligten Mittel durchgefiihrt hat. Es bleibt jedem 
Empfinger iiberlassen, seinem Danke fiir die erhaltene Férderung nach 
seinem eigenen inneren Bediirfnis angemessenen Ausdruck zu geben. 


Sofern sich bei der wissenschaftlichen Arbeit ein nutzbar zu ver- 
wertendes Verfahren ergibt, verbleibt dieses uneingeschriinkt Eigentum 
des Finders. Der AusschuB erwartet indessen, daB der Unterstiitzte aus 


den ersten (Jewinnen die erhaltene Summe — nach ihrer Kaufkraft und 
nicht nach ihrem Nennwert — zur weiteren Verwendung im Sinne dieser 


Richtlinien wieder erstattet. 
Die Empfianger verpflichten sich durch ihre Unterschrift zu sorg- 
fiiltiger Innehaltung der in diesen Satzungen gegebenen Vorschriften. 
Der AusschuB verlangt im allgemeinen keine Rechnungslegung. 
Er erwartet jedoch, daB die Empfinger die Belege iiber die zu Sach- 
ausgaben verwendeten Mittel aufbewahren, damit eine Ubersicht iiber 
die verausgabten Summen midglich ist. 


f) Antrige zur Weiterleitung. AuBer den im vorstehenden 
gekennzeichneten Antrigen nimmt der Ausschuf entgegen: 


«) Antriige auf Beihilfen fiir Reichsdeutsche zur Verwendung im Ausland, 


8) Antriige auf Gewihrung von Mitteln an Reichsauslinder fiir Arbeiten 
in Deutschland, 


y) Antrige auf Bewilligung besonders grofer oder fiir mehrere Jahre 
gewihrleisteter Summen, die nicht den allgemeinen Bestimmungen 
iiber die Beihilfen entsprechen. 


Die Antriige zu y erfahren Beriicksichtigung besonders dann, wenn 
sie in ausreichender Weise durch das Bediirfnis eines neuen zukunfts- 
teichen Zweiges des vom Ausschu8 bearbeiteten Gesamtgebietes be- 
griindet sind. Derartige Antriige zu « bis y leitet der AusschuB, falls 
er sie nach ihrer Begriindung zu befiirworten in der Lage ist, an die 
zustandige Stelle weiter. 
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Férderung wiss.-med. Nachwuchses. 


4. Auswahl der Empfanger von Fortbildungs- 
und Forschungsbeihilfen. 


a) Ausbildungs- und Forschungsbeihilfen werden von einem Aus- 
schuB von sechs Gelehrten bewilligt. Das eine Mitglied, der Vorsitzende, 
ist der Vertreter der Rockefeller-Foundation, ferner soll mit be- 
ratender und ohne beschlieBende Stimme ein Vertreter von der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft in den AusschuB ent- 
sandt werden. 

b) Der Ausschu8 hat das Recht, die Bewerber auszuwiihlen und 
jedem seine bestimmte Beihilfe zu bewilligen. 

ec) Die Rockefeller-Foundation hat zu Mitgliedern des Aus- 
schusses 

Geheimrat Professor Dr. v. Frey, Wiirzburg, 
Geheimrat Professor Dr. Matthes, Kénigsberg, 
Professor Dr. Poll, Berlin, 

Professor Dr. Versé, Berlin, 

Geheimrat Professor Dr. Willstaitter, Miinchen, 


und zum Vorsitzenden Professor Dr. Selskar M. Gunn, Paris, ernannt. 
Die Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft hat als ihren 

Vertreter Herrn Geheimrat Professor Dr. Haber, Berlin-Dahlem, in den 

Ausschu8 entsandt. ° 


5. SchluBbestimmungen. 


a) Fragen und Schwierigkeiten, die sich aus den vorstehenden 
Satzungen ergeben, sind dem Schriftfiihrer des Ausschusses unverziiglich 
zur Kenntnis zu bringen. 

b) Alle Zuschriften sind an den Schriftfiihrer des Ausschusses 
Professor Dr. Poll, Berlin NW 40, Hindersinstr. 3, zu richten. 


Berlin, den 4. Februar 1923. 


Der Ausschub: 


Selskar M. Gunn, Vorsitzender 
Poll, Schriftfiihrer 
v. Frey, Matthes, Versé, Willstitter, Mitglieder, 
Haber, Vertreter der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft. 
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Zur Histochemie der Spermatogenese. 
Von 
H. Steudel und K. Suzuki. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
Der Redaktion, zugegangen am 14. Dezember 1922, 


Die Entwicklung der Spermatozoen aus bestimmten Hoden- | 


zellen ist morphologisch eingehend untersucht. Mit einer 
ausgezeichneten Fiarbetechnik hat man zierliche Bilder her- 
gestellt, aus denen sich die Anschauung entwickelt hat, daB 
die sogenannten Urgeschlechtszellen durch wiederholte Teilung 
zunichst in die Spermatogenien iibergehen. Diese wachsen 
wihrend einer Pause, in der sie sich nicht teilen, zu Spermio- 
cyten. Durch mehrere rasch aufeinanderfolgende Teilungen 
erfolgt dann die Umwandlung der Spermiocyten in die Samen- 
zellen, die Spermiden. Aus der Spermide geht durch einfache 
Umwandlung das Spermatozoon hervor. Der Kern streckt sich, 
verliert seinen Kernsaft, bildet dadurch eine kompakte Masse 
und wird zum Kopf des Spermatozoons. Der Zentralkérper 
teilt sich: aus einem Teil entsteht das Mittelstiick oder doch 
ein Teil desselben, das andere Stiick liefert den Achsenfaden 
des Schwanzes. Das Protoplasma der Spermide endlich zieht 
sich iiber diesen Achsenfaden und bildet dessen Hiille. 

Diesen groBen morphologischen Verinderungen miissen 
auch stoffliche Umgestaltungen entsprechen, gewisse Zell- 
bestandteile der Spermatogonien werden zum Aufbau der 
Spermien benutzt werden, andere als unbrauchbar ausgeschieden 
werden, ganz abgesehen von den Stoffen, die vielleicht wihrend 
der Spermatogenese durch die Blutbahn in die Hoden trans- 
portiert werden. Uber diese stoffliche Umgestaltung liegen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVII. 1 
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aber bisher fast keine Untersuchungen vor. Man hat das 
interessante, von weitgehenden biologischen Folgen begleitete 
Verhalten der Chromosomen verfolgt und damit den Anteil 
bestimmt, den die sogenannte chromatische Substanz bei der 
Zellteilung und der Spermienbildung hat. Nach unseren Unter- 
suchungen') wire aber, streng chemisch genommen, damit nur 
das’ Verhalten des Nucleinsiureanteils der Zellbestandteile 
festgelegt, wenn auch médglicherweise untrennbare Begleiter 
der Nucleinsiure dieselben Wege einschlagen. Ferner ist in 
groBen Ziigen bekannt, aus welchen Stoffen der minnliche 
Lachs wihrend der Reifungsperiode seine Spermatozoen auf- 
baut. Muiescher und besonders Kossel?) haben nachgewiesen, 
daB in der Koérpermuskulatur geniigend Material vorhanden 
ist, das bei seiner Kinschmelzung das Protamin der Spermatozoen 
liefern kann. Da der Lachs wihrend der Periode seiner 
Geschlechtsreifung keine Nahrung zu sich nimmt, legen hier 
die Verhiltnisse besonders einfach. Fiir das Verstiindnis des 
spezielleren Stoffumsatzes fehlen aber noch alle Unterlagen 
und es erscheint zunichst wenig aussichtsvoll, mit chemischen 
Methoden in die feineren Vorgiinge bei der Spermatogenese 
einzudringen. Nur ein groBes homogenes Material ist fiir 
solche Untersuchungen. geeignet. Kin solches liegt nun unserer 
Ansicht nach in den reifen Hoden der Fische vor, in leicht 
beschaffbarer Menge in denen des Herings. 


Beim Arbeiten mit Heringstestikeln fallt einem vor allem 
als charakteristisches Merkmal der Reife die auBerordentliche 
Blutleere auf. ,Der Blutgehalt des Organs, wiihrend der Ent- 
wicklungsperiode das Jahr hindurch oft sehr bedeutend, nimmt 
bei herannahender Geschlechtsreife bedeutend ab. Die Animie 
erreicht schlieBlich einen solchen Grad, daf& Oberfliiche und 
Schnittfliche schneeweiB werden, und daB das Wasser, mit 
welchem eine solche Driise zerrieben wird, nach Absetzung 
der Formelemente nur ganz schwach rotlich gefirbt ist.“ Diese 





1) H. Steudel u. 8S. Osato, Chemische Untersuchungen iiber Kern- 
firbung. Diese Zs. Bd. 124, 8. 227 (1923). 
2) F, Weiss, Diese Zs. Bd. 52, S. 107 (1907). 
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Beschreibung der reifen Lachshoden von Miescher?) trifft 
fast wortlich auch auf die Heringshoden zu. Ist nun aber am 
Ende der Reifungsperiode die Blutzirkulation in der Driise 
fast abgestellt oder hat sie bis auf Spuren aufgehért, so sollte 
man erwarten, daB ein groBer Teil der nicht fir den Aufbau 
der Spermatozoen verwerteten Substanzen noch in der Fliissig- 
keit der Hoden vorhanden sein mu. Die reifen Hoden ent- 
halten aufer Spuren von Bindegewebe nur durchweg reife 
Spermien, keine anderen morphotischen Elemente — etwa von 
der Zeit der Umbildung der Spermocyten in die Spermiden 
und Spermien wird ein Abtransport der Abfallstoffe durch die 
Zirkulation nicht mehr méglich sein, nach Abtrennung der 
Spermien wird man also aus den Testikeln ein Filtrat er- 
halten miissen, das uns interessante Aufschliisse iiber die bei 
der Reifung der Spermien sich abspielenden chemischen Um- 
siitze geben kann. 

Aus diesen Uberlegungen heraus sind die folgenden 
Untersuchungen entstanden. Eine gréSere Quantitit reifer 
Heringstestikel wurde zunichst durch ein feinmaschiges Sieb 
gedriickt, mit geniigenden Mengen Wasser auf der Maschine 
zu einem diinnen Brei geschiittelt, dann schwach mit Essig- 
siure angesduert, bis sich die geformten Elemente zusammen- 
ballten. Nach dem Absitzenlassen in der Kilte wurde durch 
Faltenfilter filtriert und ein wasserklares, hellbernsteingelbes 
Filtrat erzielt, das in groBen Schalen bei fast neutraler Reaktion 
zuerst auf freier Flamme, zuletzt auf dem Wasserbade zum 
dicken Sirup eingeengt wurde. Die Heringstestikel waren im 
Anfang des Friihjahrs bezogen, als noch sehr kihles Wetter 
herrschte, sie kamen hier immer lebendfrisch an und wurden 
sofort weiter verarbeitet, so da man sekundire Zersetzungser- 
scheinungen so gut wie méglich ausschalten konnte. Kine hiufige 
mikroskopische Kontrolle iiberzeugte uns davon, daB immer 
nur Organe mit lebhaft sich bewegenden Spermien verarbeitet 
wurden. Die Heringsspermien sind iibrigens sehr resistent 


) F. Miescher, Histochemische Arbeiten, Bd. 2, S. 62 (1897). 
Leipzig, F. C. W. Vogel. 
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und behalten tagelang ihr Bewegungsvermégen in wiBrigen 
Aufschwemmungen. 

Ks wurden so im Laufe der Zeit mehrere Liter eines 
dicken, an Fleischextrakt erinnernden Sirups von rétlichbrauner 
Farbe und angenehmem, leicht an Fischfleisch erinnerndem 
Geruch gewonnen. Nach mehrijihrigem Stehen hatte sich eine 
dicke, teils krystallinische, teils amorphe Sedimentschicht in 
ihm gebildet. Der Sirup wurde nun an der Saugpumpe iiber 
ein leinenes Tuch filtriert und man erhielt einen festen Riick- 
stand und ein klares Filtrat. 


I. Der feste Riickstand. 


Ein grofer Teil des Riickstandes erwies sich als anorganische 
Salze. Um uns iiber die in ihm vorhandenen organischen 
Bestandteile zu orientieren, haben wir einen kleinen Teil in 
Wasser gelést und mit der Lésung Farbenreaktionen angestellt. 
Von diesen war die Biuretreaktion nur ganz schwach und 
zweifelhaft, dagegen fiel die Millonsche Reaktion stark positiv 
aus, ebenso die Hopkinssche Tryptophanreaktion; auch die 
Schwefelbleiprobe war positiv, desgleichen die Proben von 
Jaffé und Weyl auf Kreatinin, auch das Folinsche Harn- 
siurereagens wurde tief blau gefairbt, dagegen konnten wir 
nicht die Paulysche Diazoreaktion erhalten. Man wiirde also 
nach dem Ausfall der Farbenreaktionen das Vorkommen von 
tyrosin-, cystin-, tryptophanhaltigen Kérpern zu vermuten 
haben, um gréBere Mengen von Eiweibkérpern wird es sich 
nach dem zweifelhaften Ausfall der Biuretprobe kaum handeln. 
Im Reagenzglase trocken erhitzt, gab der Riickstand ein wolliges 
Sublimat und einen intensiven Geruch nach Amylamin — es 
muBte also auch Leucin in ihm vorhanden sein. 

Um nun eine Trennung der organischen und anorganischen 
Substanz einigermafen zu erreichen, haben wir einen Teil des 
Riickstandes °/, Stunden mit absolutem Alkohol am Riickflub- 
kiihler gekocht und siedend hei8 filtriert. Die Operation wurde 
noch ein zweites Mal wiederholt. Von den Ausziigen wurde 
der Alkohol abdestilliert, der verbleibende Riickstand noch 
einmal mit absolutem Alkohol siedend heif ausgezogen, das 
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Filtrat mit Tierkohle entfairbt und der Alkohol abdestilliert. 
Es setzten sich aus dem verbleibenden Sirup Krystalle ab, 


es die wir vorliufig nicht weiter untersuchten, sondern wir richteten 
er unser Augenmerk auf die in absolutem Alkohol unlésliche 
m Fraktion, in der wir nach Prolin, Serin und Aminovalerian- 
ne siure gesucht haben. Wir kochten deshalb den in absolutem 
in Alkohol unléslichen Riickstand mit Methylalkohol 1 Stunde 
er am RiickfluBkiihler, filtrierten siedend heiB und destillierten 
k- aus dem Filtrat den Methylalkohol ab. Dann erhielten wir 


eine reichliche Krystallisation von rein weiSem Aussehen, die 
aber nach ihrem Stickstoffgehalt noch nicht einheitlich war. 
Wir haben also die Substanz in 5°/, H,SO, gelést, mit 


he Phosphorwolframsiure gefallt und aus dem Filtrat der Fallung 
on die Schwefelsiure und iiberschiissige Phosphorwolframsiure 
in mit Baryt und den iiberschiissigen Baryt mit Schwefelsiure 
It. genau entfernt. Dann krystallisierten aus der eingeengten 
id Lésung schneeweife, seidenglinzende Blattchen, die mehrmals 
lv aus 50°/, Alkohol umkrystallisiert wurden und dann bei 
ie 70—80° getrocknet wurden. Sie erwiesen sich als reines 
on Leucin. Nach Kjeldahl wurde in ihnen 10,32 und 10,31°/, N 
n- gefunden. Auch die Kohlenwasserstoffbestimmungen stimmten 
ir auf Leucin. 

SO 5,120 mg liefern 10,260 mg CO, und 4,485 mg H,O = 54,67 °/, C 
- und’ 9,80 °/, H.2) 


5,540 mg liefern 11,1830 mg CO, und 5,010 mg H,O = 54,81 °/, C 


i und 10,12°/, H. 

¥ Berechnet fiir Leucin: Gefunden: 

n. CO = 54,97, 54,67 54,91 J, 
es H= 9,99 | 9,80 10,12 
es N = 10,69 10,32 10,31 


1,0134 g, gelést in 20°/, HCl, hatte ein Gesamtgewicht 
n von 45,4064 g, d= 1,045, Drehung in 1 dcem-Rohr bei 20° 


es + 0,47 (+ 0,02). 

B. Mithin [@]j° = + 16,0% Gefunden von EK. Fischer fir 
le synthetisches l-Leucin + 15,6—16,0°.?) 

le ese ier ie 


h ) Die Analysen wurden nach Wredes einfacher und zuverlissiger 
, Methode ausgefiihrt. Chem. Ber. Bd. 55, S. 557 (1922). 
”) Chem. Ber. Bd. 33, S. 2377 (1900). 
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Wir haben diese Fraktion ganz besonders genau unter- 
sucht und kein Prolin, kein Serin und keine Amidovalerian- 
siure hier gefunden, trotzdem sie bisher gerade in dieser 
Fraktion gefunden sind, falls sie in einem Aminosiurengemenge 
vorhanden waren. Da8 auch das Leucin in so groBem Mabe 
in diese Fraktion hineingeht, scheint bisher noch nicht beob- 
achtet zu sein. 

Wir haben nun zunichst die Aufteilung des festen Riick- 
standes nicht weiter fortgesetzt, sondern den fliissigen Anteil, 


der die interessanteren Resultate zu geben versprach, weiter 
untersucht. 


II. Der fitissige Anteil des Auszuges. 


Kin kleiner Teil, mit Wasser verdiinnt, diente zunichst 
dazu, allgemeine Orientierungen mit Hilfe von Farbenreaktionen 
zu geben. Ks fielen positiv aus Millons Reaktion, Hopkins 
Tryptophanreaktion, sehr schwach die Biuretreaktion, ferner 
gab der Auszug die Diazoreaktion nach Pauly, die Schwefel- 
bleiprobe, die Jaffésche und die Weylsche Kreatininreaktion 
und endlich wurde auch das Folinsche Harnsiurereagens 
reduziert. 

Wir haben nun, um einen grofen Teil der im Auszuge 
noch vorhandenen anorganischen Salze zu entfernen, den Aus- 
zug mit der gleichen Menge 96°/, Alkohols versetzt und nach 
etwa 14 Tagen von den reichlich ausgefallenen Krystallen, die 
viel anorganische Substanz enthielten, abgetrennt. Aus dem 
Filtrat wurde der Alkohol durch mehrfaches Abdampfen mit 
Wasser entfernt, dann wurde es mit Wasser verdiinnt, auf 
einen Gehalt von 5°/, H,SO, gebracht und mit einer 20°/, igen 
Phosphorwoltramsiurelésung gefillt, solange noch ein Nieder- 
schlag entstand. Der Niederschlag wurde abfiltriert, abgepreBt 
mehrmals mit 5°/, H,SO, verrieben und sorgfiltig gewaschen. 


A. Das Filtrat vom Phosphorwolframsaure- 
niederschlag. 


Die simtlichen Filtrate und Waschwisser vom Phosphor- 
wolframsiureniederschlag wurden mit Baryt zersetzt, die Nieder- 
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schlage sorgfiltig ausgekocht und ausgewaschen und aus dem 
Filtrat der Baryt quantitativ mit Schwefelsiure entfernt. Das 
nunmehrige Filtrat wurde im Vakuum zur Trockne gebracht 
und nach E. Fischer verestert. Es wurde der trockene Riick- 
stand mit der finffachen Menge absoluten Alkohols iibergossen 
und dann trockenes Salzsiuregas bis zur Sittigung eingeleitet. 
Im Vakuum unterhalb 45° wurde dann der iiberschiissige 
Alkohol abdestilliert und die Veresterung noch einmal wieder- 
holt. Nachdem die ganze Operation dann noch ein zweites 
Mal wiederholt worden war, wurde der Kolben mit den salz- 
sauren Hstern 24 Stunden in die Kilte gestellt, es hatten sich 
aber keine Krystalle vom Glykokollesterchlorhydrat abgeschieden, 
sie konnten auch nach dem Impfen damit nicht erhalten werden. 

Es wurden nun also die Ester wie iiblich mit Kalium- 
carbonat in Freiheit gesetzt, mit Ather ausgezogen, der Ather- 
auszug mit Natriumsulfat getrocknet, dann der Ather bei 
Zimmertemperatur abgedampft und der Riickstand fraktioniert. 
Wir haben 8 Fraktionen aufgefangen: 

I. Fraktion 10—12 mm Druck, Temperatur bis 60°, 
Il. fe a - . » _ 60—100° im Wasserbade. 
ITT. ‘ 0,5 mm Druck bis 100° im Olbade. 

Zuriick blieb ein geringer Riickstand im Kolben. Die 
Hauptmenge der Ester war in der zweiten Fraktion, die erste 
und dritte Fraktion war verhaltnismaBig gering. Simtliche 
3 Fraktionen wurden sofort durch Kochen mit Wasser ver- 
seift und auf dem Wasserbade eingeengt. Aus der ersten 
Fraktion fielen kleine Nadeln, die in Wasser leicht ldslich 
waren und sehr sii® schmeckten, aus der zweiten und dritten 
Fraktion fielen zwei verschiedene Krystallisationen, eine in 
Wasser ziemlich schwer lisliche, nicht siiB schmeckende und 
eine leicht lésliche, sehr sii® schmeckende. 

Die Krystalle der ersten Fraktion wurden in wenig heifem 
Wasser gelést, mit iiberschiissigem Kupferhydroxyd gekocht 
und nach 24stiindigem Stehen abfiltriert. Aus dem Filtrat 
wurde das Kupfer mit Schwefelwasserstoff entfernt, aber die 
beim Kinengen des Filtrates erhaltenen Krystalle waren immer 
noch nicht analysenrein. Sie wurden nun mit Methylalkohol 
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etwa */, Stunden am RiickfluBkihler gekocht, dann filtriert und 


mit Methylalkohol sorgfiltig gewaschen. Nunmehr gaben sic 
folgende Zahlen: 

5,130 mg liefern 7,630 mg CO, und 3,670 mg H,O = 40,58°/, C und 
8,01°/, H. 

5,465 mg liefern 8,060 mg CO, und 3,820 mg H,O = 40,24°/, © und 
7,82°/, H. 

5,720 mg neutralisieren 4,45 cem n/70-H,SO, = 15,56°/, N (Kjel- 
dahl). 

5,190 mg neutralisieren 4,05 cem n/70-H,SO, = 15,61°/, N (Kjel- 
dahl). 


Berechnet fiir Alanin: Gefunden: 
C = 40,42°/, 40,58  40,24°/, 
H= 1,98 8,01 7,82 
N = 15,78 15,56 15,61 


Es handelt sich also um Alanin. 

Die Krystalle der zweiten und dritten Fraktion gaben 
keine Pyrrolreaktion, ein Zeichen, daB kein Prolin vorhanden 
war. Die Substanzen wurden zusammen in heiBem Wasser 
gelést, mit iiberschiissigem Kupferhydroxyd gekocht, nach 
24 Stunden filtriert und mit Wasser gut gewaschen. Das 
wasserunlisliche Kupfersalz wurde mit Schwefelwasserstoff vom 
Kupfer befreit und lieferte beim Einengen weife seidenglinzende 
Krystalle, die mehrmals aus heiBem Wasser umkrystallisiert 
wurden. 

5,110 mg liefern 10,270 mg CO, und 4,605 mg H,O = 54,84°/, C und 
10,18°/, H. 

5,580 mg liefern 11,250 mg CO, und 4,900 mg H,O = 55,00°/, C 
und 9,83°/, H. 

5,820 mg neutralisieren 2,75 cem n/10-H,SO, = 10,44°/, N (Kjel- 
dahl). 


Berechnet fiir Leucin: Gefunden: 
C = 54,97°, 54,84 55,00°/, 
H = 9,99 10,18 9,83 
N = 10,69 10,44 


Wir haben dann noch versucht, Glutaminsiure zu erhalten, 
indem wir in 100 ccm des urspriinglichen eingedickten Aus- 
zuges nach Filtration der anorganischen Salze Salzsiiuregas bis 
zur Sattigung einleiteten und lange Zeit stehen lieBen. Es 
schied sich aber kein Glutaminsaurechlorhydrat aus und es 
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muB auf andere Weise versucht werden dieses Kérpers habhaft 
zu werden. 


B. Der Phosphorwolframsiureniederschlag. 

Der Niederschlag wurde mit Baryt zersetzt, mit Kohlen- 
siure vom Baryt befreit und die Lésung der freien Basen zum 
Sirup eingeengt. Dieser krystallisierte im Laufe der Zeit voll- 
1 - stiindig zu einem harten Kuchen. Wir haben bisher einen 
Teil dieser Basen dem Silberverfahren von Kossel und Kut- 
scher unterworfen. Aus der Lysinfraktion lieB sich Lysin- 
pikrat isolieren. Das Pikrat hatte einen scharfen Zersetzungs- 
punkt von 252° und lieferte bei der Verbrennung folgenden 
Wert: 

4,945 mg geben 0,79 cem N (¢ = 18°, p = 758 mm) = 18,819, N. 
Berechnet fiir Lysinpikrat: C,H,,N,O,-C,H,(NO.),OH: 18,67°/, N. 
on Aus der Argininfraktion krystallisierte kein Arginincarbonat 
on heraus, sondern es kamen zu Drusen vereinte lange pris- | 
er matische Nadeln, die sich nur schwer von der Mutterlauge a | 
ch trennen lieben. Es wurde deswegen diese Fraktion mit Pikrin- 
aS siure in vier aufeinanderfolgenden Fraktionen ausgefillt. Die 
m ersten beiden Fraktionen gaben keine Jaffésche Kreatinin- : 
de reaktionen, wohl aber die letzten beiden Fallungen. Es wurden | 
rt nun alle Fallungen mit Schwefelsiure und Ather zerlegt, dann 
mit Baryt die Schwefelsiure entfernt und mit Kohlensaure der 
nd Baryt gefallt. Die Lésungen der freien Basen aus den beiden 
letzten Fraktionen wurden mit Essigsiure angesiiuert und mit if 
30°/, alkoholischer Chlorzinklésung versetzt. Dann krystalli- a 
sierten bald in reichlicher Menge schneeweiBe, konzentrisch zu 2 
Scheibchen zusammengesetzte Niidelchen vom typischen Aus- 
sehen von Kreatininchlorzink. Einmal aus Wasser um- 
krystallisiert, kamen lange prismatische Nadeln. Bis zur Ge- 
wichtskonstanz bei 100° getrocknet, lieferte die Substanz fol- ai 
gende Werte: a 
n, 4,240 mg siittigen 4,82 cem n/70-H,SO, = 22,80°/, N (Kjeldahl). al 
S- 4,895 mg “ 5,62 ecm - = 23,03 pA i a9 
is Berechnet fiir Kreatininchlorzink (C,H,ON,),ZnCl,: 23,22°/, N. 3 
1S Als die Lésung der freien Basen aus der ersten Pikrin- te 4 
siurefraktion auf dem Wasserbade eingeengt wurde, krystalli- a. 
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sierten bei geniigender Konzentration nach einigem Stehen 
lange Prismen, die zu Drusen vereint waren. Daneben schieden 
sich aber immer kreidige Massen ab, Die Krystalle wurden 
nun durch Erwirmen wieder in Lisung gebracht, dabei wurde 
viel Kohlensiure frei. Ein Teil der Lésung wurde mit Schwefel- 
siure genau neutralisiert, eingeengt und die konzentrierte 
Lésung mit heiBem Methylalkohol bis zur beginnenden Triibung 
versetzt. Dann krystallisierten bis zu 1 cm lange Nadeln 
heraus, die, von der Mutterlauge getrennt, mit Methylalkohol 
gewaschen und bei 100° getrocknet wurden. Sie gaben fol- 
gende Analysenwerte: 

0,1082 ¢ sittigen 18,8 cem n/10-Siiure = 24,34°/, N (Kjeldahl). 

Kin kleiner Teil der Loésung wurde mit Salzsiure an- 
gesiuert und mit Goldchlorid versetzt; es krystallisierten bei 
geniigender Konzentration gelbe Nidelchen, die einmal aus 
wenig Wasser umkrystallisiert wurden. 

Bei 60° im Vakuum getrocknet, gab die Substanz folgende 
Werte bei der Goldbestimmung: 

3,875 mg Substanz gaben 1,880 mg Au = 48,529/). 

5,490 mg mn , 2,670 mg , = 48,63, 

9,620mg ,, » 4,660mg ,, = 48,44. 

Das Verhalten der Substanz und die analytischen Ergeb- 
nisse entsprechen genau der Beschreibung und der Formel 
des Agmatins, das zuerst von Kossel?) bei der Spaltung 
von Heringssperma mit Schwefelsiure aufgefunden ist. Es ist: 

Fiir Agmatinsulfat berechnet 24,56°/, N, gefunden 24,34°/,. 

Fiir Agmantinchloraurat berechnet 48,68°/, Au, gefunden 48,52°/,, 
48,63°/,, 48,44°/). 

Der Schmelzpunkt unseres Sulfates lag bei raschem Er- 
hitzen bei 231° (unkorr.), wihrend Kossel fiir reines Agmatin- 
sulfat 229° (unkorr.) angibt. 

Aus der Histidinfraktion krystallisierte viel Kreatinin 
heraus, der verbleibende Rest gab zwar die Paulysche Diazo- 
reaktion mit kirschrotem Farbton, wie es fiir Histidin charak- 
teristisch ist, doch konnten wir bisher keine Reaktion mit 
Brom nach Knoop erhalten. Méglicherweise ist also in dieser 


1) A. Kossel, Diese Zs. Bd. 66, S. 257 (1910); Bd. 68, S. 170 (1910). 
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im Fraktion kein Histidin, sondern Histamin (Imidazolylithylamin) 
len GM enthalten. Fiir eine genauere Untersuchung reichte leider die 
len bisher verarbeitete Menge nicht aus. 

rde Die Fraktion der Alloxurbasen, die ganz gering war, wurde 
fel. bisher noch nicht aufgeteilt. 

rte Uber die Mengenverhiltnisse der einzelnen Kérper lassen 
ng sich bei dieser ersten qualitativen Aufteilung keine exakten 
In f Zahlenangaben machen — jedenfalls war unter den Mono- 
hol aminosiuren die Menge des Leucins bei weitem die griBte, 
ol- etwa zehnmal so groB wie die Menge des Alanins. Die Aus- 


beute an Basen war bedeutender wie die Ausbeute an Mono- 
aminosiiuren, hier tiberwog bei weitem das Agmatin und das a 
n- Kreatinin die Menge des Lysins, des Histidins und der Alloxur- (a 
el basen. i 


4 ORES. SEN 
as 
se 


us | Resultate. oa 
| Das Bild, das man sich von den chemischen Umsetzungen it 
de machen kann, die sich wahrend der Entwicklung und Reifung | 


Be 
sate ot 


Hn AL gee : 
Tt ee tee ee 3 
itch aso aS re 
OTe ee a RR Tet TY 








der Spermien in den Fischtestikeln abspielen, gewinnt durch 
die vorliegende Untersuchung wesentlich an Klarheit. Eine 
Gegeniiberstellung der Kérper, aus denen die EKiweiBstoffe der 
Spermien zusammengesetzt sind, und derjenigen Aminosiuren, 


b- | die sich in der Fliissigkeit der Testikel befinden, zeigt deutlich, 
el wie ein Teil der Aminosiuren, die iiberhaupt als Bestandteile 
ng der Eiweifstoffe aufgefunden sind, zum Aufbau der Eiweifb- 
st: kérper der Spermien gebraucht wird, wahrend der andere 


Teil als unbrauchbar verworfen wird. 


In den Spermien als Bausteine Im Filtrat von den Spermien auf- a “4 


‘ % 

des Clupeins aufgefunden: gefunden: 4 

al Arginin. Arginin 0. s ¢ 
© : = wee 
n- Alanin. Alanin (sehr wenig). ’ 
Valin. Valin 0. * ; a i 

in Serin. Serin 0. a 

cs e = & 

, Prolin. Prolin 0. : @ 

k Leucin. 4 
; Tyrosin ? . ae 
it y - durch Farbenreaktionen | i 

u Cystin ’ ; “ & 
bisher nachgewiesen. - eal 

er Tryptophan i 
Lysin. fF, 2 
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Histidin oder Histamin (Farbenreaktion). 
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Bisher nicht aufgefunden sind: Glutaminsiure, Asparagin- 
siure, Glykokoll, Phenylalanin und die selteneren Aminosauren. 
Ebenso haben wir bisher keine Pyrimidinkérper bei der Auf- 
teilung der Basenfraktionen angetroffen. Hier miissen weitere 
Untersuchungen Klarheit schaffen. Von Alloxurbasen wurden 
nur sehr geringe Mengen isoliert. 

Kin besonderes Wort verlangen noch die beiden Basen 
Agmatin und Kreatinin, die in nicht unbetrichtlichen 
Mengen in den Filtraten vorhanden sind. Wir haben aus 
Sparsamkeitsgriinden bisher nur den zehnten Teil der Phosphor- 
wolframsiurefallung verarbeitet, weil die Anwendung des Silber- 
barytverfahrens auf die ganze Menge iiber 1000 g Silbernitrat 
erfordert hitte. Aber schon aus der von uns verarbeiteten 
kleinen Menge konnten etwa 1—1,5 g Agmatin und etwa 2 g 
Kreatinin isoliert werden, trotzdem durch vieles Probieren ein 
groBer Teil wohl verloren war. 

An dem Vorkommen des Kreatinins unter den Extraktiv- 
stoffen der Testikel (und wahrscheinlich auch anderer Organe 
mit gréBerem HKiweiBumsatz) wird man nicht achtlos voriber- 
gehen kénnen, will man die Stellung dieses Kérpers im che- 
mischen Getriebe des Stoffwechsels definieren. Man mu8 schon 
weit in der Literatur zuriickblattern, um Angaben iiber das 
Vorkommen von Kreatinin oder Kreatin in Testikeln zu finden. 
Treskin’) hat in Hoppe-Seylers Laboratorium 1872 das Kre- 
atinin als Extraktivstoff in den Testikeln von Stier, Rehbock 
und vom Ziegenbock aufgefunden und bezieht sich auf 
Schottin, der gleichfalls das Vorkommen des Kreatins in den 
Testikeln beobachtet hat. Die Menge des Kreatinins, das 
Treskin gefunden hat, ist gar nicht so gering gewesen: aus 
2 Paar Stierhoden konnte er mit den damals noch unvoll- 
kommenen Methoden 0,161 g reines Kreatinin gewinnen. Unsere 
Versuche zeigen, daB das Vorkommen des Kreatinins nicht 
auf die Testikel der Siugetiere beschrinkt ist, sondern da es 
auch in den Fischtestikeln zu finden ist. 

Was das Vorkommen des Agmatins anbelangt, so glauben 





') Pfliigers Arch. Bd. 5, S. 122 (1872). 
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wir, daB es tatsichlich sich nur in der Zwischenflissigkeit der 
Spermien und nicht in diesen selbst unter normalen Verhilt- 
nissen befindet. Es stellt wohl das erste Abbauprodukt des 
Arginins dar, aus dem es ja leicht unter Abspaltung der 
Carboxylgruppe entstehen kann. Kossel, der Entdecker des 
Agmatins, hatte es gefunden, als er die ganzen Testikel von 
Heringen der Siurespaltung unterworfen hatte. In diesem 
Falle muBten aber auch die in der Zwischenfliissigkeit der 
Spermien enthaltenen Stoffe mit in die zu untersuchenden 
Lésungen gehen. 

Man hat die durch Entcarboxylierung aus den Amino- 
siuren entstehenden Amine meist nach den Bedingungen ihrer 
ersten Fundorte als Faulnisbasen bezeichnet. Das kann aber 
kaum in unserem Falle zutreffen. Alle Beobachter stimmen 
darin iiberein, dab eine groBe Anzahl dieser Diamine einen an 
Sperma erinnernden Geruch haben. Man darf sich also nicht 
wundern, wenn man nun aus frischem Sperma die Traiger dieses 
charakteristischen Geruchs isolieren kann. Diesen Basen, hier 
speziell dem Agmatin, fallt jedenfalls die physiologische Auf- 
gabe zu, fiir das Optimum der Reaktion — neutral oder 
schwach alkalisch — zu sorgen. In einfachster Weise bedient 
sich hier die Natur der Umformung eines in den Spermien 
reichlich vorhandenen Stoffes, des Arginins, ohne mit den 
immerhin grob wirkenden anorganischen Basen zu operieren. 

Endlich muff es auffallen, daB in der Zwischenzellen- 
fliissigkeit Agmatin und Kreatinin nebeneinander vorkommen — 
das eine ein sicheres Abbauprodukt des Arginins und das 
andere ein Kérper, der hiufig auch mit dem Abbau des Ar- 
ginins in Verbindung gebracht wird. Uber die niheren Be- 
ziehungen der beiden Kérper lassen sich aber aus unseren 
Befunden keine Schliisse ziehen. 
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Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 
XXV. Mitteilung. 
Uber die Sauren der Apfel (Pirus malus). 


Von 


Hartwig Franzen und Fritz Helwert. 


(Aus dem chemischen Institut der technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Dezember 1922.) 


Vor einiger Zeit!) konnten wir zeigen, daB die Siuren 
der Kirschen wesentlich aus Apfelsiiure bestehen, daB daneben 
aber auch noch geringe Mengen Bernsteinsiure, Citronensiure, 
Milchsiure, ungesittigte Siuren und Spuren Oxalsiure vor- 
handen sind. In gleicher Weise wie die Kirschen haben wir 
nun auch die Apfel untersucht. 

Bei der Verarbeitung des Kirschsaftes hatte es sich ge- 
zeigt, da& von den in 94 Litern urspriinglich vorhandenen 
9212 ¢ Trockensubstanz nach dem Fallen mit Bleiacetat und 
Entbleien mit Schwefelwasserstoff die einzelnen Anteile zu- 
sammen nur 6227 ¢ Trockensubstanz enthielten, dab also rund 
2,5 kg, etwas mehr als '/, der Gesamttrockensubstanz, ver- 
lorengegangen waren. Diese 2,5 kg muBten zur Hauptsache 
in den groBen Mengen Bleisulfid, die bei der Zerlegung des 
Bleiniederschlags und der Filtrate entstehen, enthalten sein, 
denn das kolioidale Bleisulfid vermag ja groBe Mengen fester 
K6rper zu adsorbieren. Es lieBen sich denn auch tatsichlich 
aus dem getrockneten Bleisulfid durch Alkohol recht betricht- 





Diese Zs, Bd. 122, 8. 46 (1922). 
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liche Substanzmengen ausziehen. Man kénnte auf diesem Wege 
also die adsorbierten Kérper gewinnen. Die Aufarbeitung so 
groBer Mengen Bleisulfid nach diesem Verfahren ist aber mit 
zu groBen Schwierigkeiten verkniipft, so daB es besser zu sein 3 
schien, die Entbleiung mit Schwefelsiiure vorzunehmen, da das 3h 
krystallinische Bleisulfat voraussichtlich viel weniger feste 2 
Substanzen adsorbiert als das kolloidale Bleisulfid. 

Bevor aber die Methode des Entbleiens mit Schwefel- 
wasserstoff durch die mit Schwefelsiiure bei unseren Arbeiten 
allgemein ersetzt wurde, war es wiinschenswert, die beiden 
Methoden miteinander in bezug auf die Ausbeuten an Trocken- 
substanz zu vergleichen. Es wurden deshalb je 20 Liter Apfel- a 
saft mit Bleiacetatlésung und basischer Bleiacetatlésung getallt 
und die Niederschlige und Filtrate einmal mit Schwefelwasser- 
stoff, das andere Mal mit Schwefelsiure entbleit und die 
Trockensubstanzmengen bestimmt. 

Der Apfelsaft enthielt 15°/, Trockensubstanz, also in 


sa sae regen * satay ates 
Na GPS stn = - 
aa er a Se eS 








n 20 Litern 3000 g. Die Fallung mit Bleiacetat- bzw. basischer 
n Bleiacetatlisung wurde ebenso wie beim Kirschsaft durch- 
e, gefiihrt; beim Apfelsaft konnte ein zweiter Bleiniederschlag | 
r. [™@ erhalten werden, der beim Kirschsaft nicht auftrat. Er wurde fs 
ci. ebenso wie der erste mit Kohlendioxyd behandelt und dann 1 
zerlegt. Nach dem Entbleien der einzelnen Anteile mit | oa 
> iF Schwefelwasserstoff und Kindampfen der Filtrate vom Blei- 4 ial 
» @m sulfid wurden erhalten aus dem ‘ | 
d i 1. Bleiniederschlag. . . . . . 72 g Trockensubstanz e . 
zs 2. " ire ewe 30 g m ai 
ae Filtrat vom Bleiniederschlag . . 1876 ¢ ” i i 
4 eee. sg ke Ee oe ee ‘ : a 
1e Urspriinglich vorhanden. . . . 3000¢ ” ; q 
i Wiedergefunden ..... . 1978¢ ‘ i 4 
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i Ks sind also rund 34°/, der ‘Trockensubstanz verloren 4 if 
h segangen., a 
t Bei der Entbleiung mit Schwefelsiure, auf die weiter a 


unten noch etwas niher eingegangen werden soll, wurden er- 
halten aus dem 
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1. Bleiniederschlag. . . . . . 110g Trockensubstanz 
2. + eee gee 50 g ” 
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Ks sind also rund 13°/, der Trockensubstanz verloreu 
gegangen. | 

Der vergleichende Versuch zeigt, daB bei der Entbleiung 
mit Schwefelsiure erheblich mehr Trockensubstanz wieder- 
gewonnen wird als bei der mit Schwefelwasserstoff. Da auBer- 
dem das Arbeiten mit Schwefelsiure viel bequemer ist als das 
mit Schwefelwasserstoff, und viel gréBere Mengen in Arbeit 
genommen werden kénnen, so ist die Entbleiung mit Schwefel- 
siure der mit Schwefelwasserstoff bei weitem vorzuziehen. 


Was nun die Methodik der Entbleiung mit Schwefelsiure 
anbelangt, so werden die Bleiniederschlige nach der Behand- 
lung mit Kohlendioxyd méglichst scharf abgesaugt, gewogen, 
gut durchgemischt, in 2 Proben der Bleigehalt als Sulfat er- 
mittelt und aus dem Bleiwert und der Menge des Bleinieder- 
schlags die zur Bindung des Bleis erforderliche Menge Schwefel- 
siure berechnet. Dann wird der Bleiniederschlag in Wasser 
zu einem diinnen Brei aufgeschlimmt und unter kriftigem 
Riihren etwas mehr als die berechnete Menge Schwefelsiure 
als 25°/,ige Liésung zutropfen gelassen. Das Bleisulfat setzt 
sich schnell ab; die iiberstehende klare Fliissigkeit wird ab- 
gehebert, der Bleisulfatschlamm abgesaugt und ausgewaschen. 
Das Filtrat enthalt iiberschiissige Schwefelsiure, die vor dem 
Kindampfen entfernt werden muf. Zu diesem Zweck wird die 
Menge der Schwefelsiure gravimetrisch bestimmt, zu dem 
Filtrat etwa ‘*/, der berechneten Menge Barythydrat als hei 
gesattigte Liésung hinzugefiigt und dann noch langsam so viel 
Barytlésung hinzugegeben, bis in einer mit Salzsiure an- 
gesduerten Probe weder mit Bariumchloridlésung, noch mit 
Schwefelsiure eine Fiallung entsteht. Das Bariumsulfat wird 
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absitzen gelassen, die tiberstehende Fliissigkeit abgehebert, der 
Bariumsulfatniederschlag abgesaugt und ausgewaschen. 

Auf diese Weise wurden 110 Liter Apfelsaft aufgearbeitet; 
der erste und der zweite Bleiniederschlag wurden vereinigt, 
da friihere Arbeiten gezeigt hatten, daB sie die gleichen 
Siuren enthalten. Die weingelbe Lésung der durch Bleiacetat 
fillbaren Sauren wurde zu einem dicken Sirup eingedampft. 
Nach den bei den Kirschen gemachten Erfahrungen wurde 
diesmal von einer Extraktion der Siuren mit Ather abgesehen, 





sondern gleich nach der Ausfallung der Pektinstoffe durch 1 
Alkohol verestert. Nachdem das Siuregemisch mit der 4 fachen ; a 


Menge absolutem Alkohol und 2°/, Chlorwasserstoff 5 Stunden 
zum Sieden erhitzt worden war, wurde aus einem Kochsalz- 
bade der Alkohol und das Wasser abdestilliert, der Riickstand 
in der gleichen Weise nochmals verestert und der Alkohol 
und das Wasser wiederum aus einem Kochsalzbade abdestilliert. 
Der Riickstand wurde dann mit Ather aufgenommen, die sich 
abscheidende pulverige, dunkle Masse abgesaugt, die itherische 
Lisung mit konzentrierter Pottaschelésung durchgeschiittelt, 
wobei sie sich tief dunkel firbte, itiber entwissertem Kupfer- 


= «boii iene ORE te! DR cb obec debi SS 
ST a a oat es Oh ae a Ta ri 


sulfat getrocknet, der Ather abdestilliert und der Riickstand z | 
im Vakuum fraktioniert. Das Siedepunktsbild zeigt ohne a: 
weiteres, daB die Ester jedenfalls zum gréBten Teil aus Apfel- 4 
siiureester bestehen, neben dem recht erhebliche Mengen a 


Citronensiureester vorhanden sind. AuBerdem sind aber auch 
noch andere Ester, wenn auch in kleinerer Menge vorhanden. 

Zur Kennzeichnung wurden die Ester in die Hydrazide 
bzw. deren Benzylidenverbindungen umgewandelt, und zwar 
wurde nach der bei den Kirschen angegebenen Methode ge- 
arbeitet. 

In der niedrigsten Fraktion (50—90°) fand sich Oxal- 
siiureester, dessen Menge jedoch so gering war, daB das Hydr- 
azid nicht aufgearbeitet werden konnte. Durch Molekiilver- 
gréBerung — Uberfiihrung in die Benzylidenverbindung — 
wurden nach dem Umkrystallisieren 0,002 g Benzylidenoxal- 
siure-dihydrazid erhalten; zieht man das rohe Hydrazon in 
Rechnung, so entsprechen den erhaltenen 0,01 g 0,004 g Oxal- 
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saureester. Von den angewandten 0,7 g Ester sind also stark 
abgerundet, nur der hundertste Teil Oxalsiureester, der Rest 
ist Alkohol. Mit Hilfe des Hydrazids bzw. seiner Benzyliden- 
verbindung gelingt es also leicht, auch noch die kleinsten 
Mengen Oxalsiureester, im vorliegenden Falle aus einer 
0,2°/, igen Lésung, abzuscheiden. 

In der Fraktion 2 (95—120°) findet sich schon Apfelsiure- 
ester neben Bernsteinsiureester. Mit steigendem Siedepunkt 
nimmt die Menge des Bernsteinsiureesters ab und die des 
Apfelsiiureesters zu, bis bei Fraktion 6 (185—140°) der erste 
ganz verschwunden ist. In dieser Fraktion liegt reiner Apfel- 
siureester vor, wie die Elementaranalyse zeigt. Die Trennung 
des Bernsteinsiuredihydrazids vom Apfelsiuredihydrazid ist 
schon bei den Kirschen beschrieben worden. 

Fraktion 7 (140—158°) besteht aus einem Gemisch von 
Apfelsiureester und Citronensaureester. Sofort nach dem 
Mischen des Esters mit dem Hydrazinhydrat war keine Ver- 
inderung zu bemerken; nach '/, Stunde jedoch trat eine 
milchige Triibung auf, die sich bei langerem Stehen als eine 
fest an den Wianden haftende weiBe Krystallmasse absetzte. 
Die Trennung des Apfelsiuredihydrazids vom Citronensiure- 
trihydrazid gelingt nicht leicht, da das letzte sich nur schwer 
umkrystallisieren laBt. Am besten kocht man das Gemisch 
mit Alkohol aus, wobei das leichter lésliche Citronensiuretri- 
hydrazid in Lésung geht; durch Eindampfen der alkoholischen 
Lésung erhilt man eine weiche, weife Masse, die beim Stehen 
im Exsiccator allmahlich erhirtet und den von Th. Curtius 
und F. Sauvin’) angegebenen Schmelzp. 107° zeigt. 

Die héher siedenden Anteile vom Siedep. 158° an zeigen 
die schon bei den Kirschen beschriebene Eigentiimlichkeit, in 
absolut alkoholischer Liésung nach Hinzufiigen des Hydrazin- 
hydrats zunichst klar zu bleiben, nach kurzer Zeit sich zu 
triiben und dann eine klare, schmierige Schicht abzusetzen. 
Diese Erscheinung ist kennzeichnend fiir die Bildung von 
Citronensiuretrihydrazid aus Citronensiiuretriithylester. Durch 





1) J. pr. (2) Bd. 95, S. 246 (1917). 
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Impfen mit einer Spur festen Citronensiuretrihydrazids ver- 
wandelt sich die klare, schmierige Schicht innerhalb mehrerer 
Tage in eine weiBe Krystallmasse, die bei 300 facher Ver- 
groéBerung die fiir das Hydrazid typischen breiten, zu Biischeln 
vereinigten Tafeln zeigt. Die Fraktionen 8, 9,10 und 11 (von 
158—180° siedend) gaben alle rund 100°/, der auf Citronen- 
siuretrihydrazid berechneten Mengen Hydrazide. Die Schmelz- 
punkte der rohen Hydrazide liegen bei 120°, wihrend Citronen- 
siuretrihydrazid bei 107° schmilzt. Alle rohen Hydrazide 
gaben sehr gut auf Citronensduretrihydrazid stimmende Stick- 
stoffwerte. Um die Beimischung, welche den Schmelzpunkt 
heraufsetzt, kennen zu lernen, wurde 1 g rohes Hydrazid aus 
der Fraktion 170—172° in die Benzylidenverbindung um- 
gewandelt. Durch Auskochen mit verdiinntem Alkohol (3/, Al- 
kohol, ?/, Wasser) laBt sich die Beimischung, welche als Ben- 
zylidenipfelsiuredihydrazid erkannt wurde, abtrennen. Aus 
dem Filtrat schieden sich feine Nidelchen ab, die durch ihren 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt als Benzylidencitronen- 
siuretrihydrazid erkannt wurden, Die Fraktionen 8, 9, 10 
und 11 bestehen also aus fast reinem Citronensauretrihydrazid, 
dem Spuren Apfelsiuredihydrazid beigemengt sind. DaB Spuren 
Apfelsiiuredihydrazid den Schmelzpunkt des Citronensiuretri- 
hydrazids heraufsetzen, wurde noch durch besondere Versuche 
bestatigt; je nach der Menge des ersteren Hydrazids liegen 
die Schmelzpunkte zwischen 120—140°. 

Die héchste Fraktion (180—120°) zeigte bei der Ein- 
wirkung von Hydrazinhydrat die gleichen Erscheinungen wie 
die vorhergehenden. Durch Elementaranalyse des Hydrazids 
und Umwandlung in die Benzylidenverbindung wurde auch 
diese Fraktion als im wesentlichen aus Citronensduretriithyl- 
ester bestehend erkannt. Aus dem Filtrat von dem Hydrazid 
konnte nach dem Kindampfen, Liésen des Riickstands in Wasser 
und Schiitteln mit Benzaldehyd ein gelbes, schmieriges Hydrazon 
erhalten werden, welches sich spielend in Alkohol liste. Seine 
Bildung diirfte auf die Gegenwart von ungesiittigten Estern 
zuriickzufiihren sein. 

Die durch Bleiacetat fallbaren Siuren der Apfel 
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bestehen hauptsichlich aus Apfelsiure neben viel 
Citronensiure; nebenbei sind wenig Bernsteinsiure, 
Spuren Oxalsiure und geringe Mengen ungesittigter 
Siuren vorhanden. 

Nachdem die durch Bleiacetat fillbaren Siuren der Apiel 
ermittelt waren, wurde das Filtrat von den Bleiniederschligen 
auf itherlésliche Sauren untersucht. Das Filtrat vom zweiten 
Bleiniederschlag und die Saturationswisser wurden vereinigt, 
mit Schwefelsiure entbleit und das Filtrat vom Bleisulfat im 
Vakuum auf ein Volumen von 10,5 Litern eingedampft. Da 
die Sauren voraussichtlich zum Teil an Basen gebunden waren, 
muBten sie vor der Extraktion mit Ather in Freiheit gesetzt 
werden. Zu diesem Zwecke wurde die Alkalinitit der Asche 
ermittelt, daraus die zur Bindung der Basen notwendige Menge 
Schwefelsiure berechnet, diese als 20°/,ige Loésung zu den 
10,5 Litern hinzugefiigt, das Ganze mit Wasser auf 13 Liter 
verdiinnt und nun mit Ather extrahiert. Sehr bald jedoch 
trat im Extraktionsapparat eine derartig starke Emulsions- 
bildung ein, da8 ein weiteres Extrahieren unmdglich war. Die 
Fliissigkeit wurde deshalb abgenutscht, wobei auf dem Filter 
ganz geringe Schleimmassen zuriickblieben; nach dieser Be- 
handlung konnte die Extraktion gut durchgeiiihrt werden. Nach 
einer Extraktionsdauer von 160 Stunden nahm der Ather nichts 
mehr auf. Aus den i&therischen Extrakten wurde zunichst 
der Ather abdestilliert und dann das Wasser und die Essig- 
siure im Vakuum entfernt. Es blieben 93,7 g einer dunklen 
dickfliissigen Masse zuriick. Diese wurde mit Wasser ver- 
diinnt und die wiBrige Lésung erschépfend mit Benzol extra- 
hiert. Die wiBrige Lésung wurde dann im Vakuum zu einem 
dicken Sirup eingedampft, dieser verestert und die Ester der 
gebrochenen Destillation im Vakuum unterworfen. Das Siede- 
punktsbild zeigt ohne weiteres, daB auch hier wieder der gréBte 
Teil der Ester aus Apfelsiureester besteht. 

Zur Kennzeichnung wurden die Ester wieder in die 
Hydrazide bzw. deren Benzylidenverbindungen umgewandelt. 
In der niedrigsten Fraktion konnte Milchsiureester und Bern- 
steinsiureester nachgewiesen werden; in den héheren mischt 
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sich Apfelsiure bei und weiter gehen die Fraktionen dann in 

















. reinen Apfelsiureester iiber. Die hédchste schlieBlich ist ein : 
Gemisch von Apfelsiiureester und Citronensiureester, denen a 
: sich Spuren von wahrscheinlich ungesiittigten Estern bei- a j 
: mischen. | 5 
Die aus dem Filtrat vom Bleiniederschlag durch a 
i Ather extrahierbaren Saiuren bestehen hauptsichlich | 
‘i aus Apfelsiure; nebenbei sind geringe Mengen Milch- | 
- siure, Bernsteinsiure und Citronensaiure vorhanden | 
‘a und wahrscheinlich auch noch Spuren ungesittigter + 
‘ Siiuren. 4 
. An den, verschiedenen Estern wurden erhalten rund: 1 
: Oxalsiureester ...... . 0,005¢ | 
_ Bernsteinsiiureester . . . . . 14,1 tag 
0 Apfelsiiureester . . . . . . . 241,9 iF 
er Citronensiureester . . . . . . 11,7 5 
hy Milchsiiureester . . ..... 8,8 if 
7" Ungesittigte Ester. . . . . . 0,3 i 
ie Diesen Mengen Estern entsprechen freie Sauren: aa 
ay Ozalsiure ........ .- O008¢ "4 
2. Bernsteinsiure . . . . . . . 95 | 
a. | Apfelséure . . ee © ws we a 
Citronensiure. . . .. . . . 54,1 at 
ts Milchsiure. . . . . . . . .) 24 a4 
st Ungesittigte Siuren . . . . . O15 q 
5° In Prozenten sind das: 
a Gmalgeme. . . . «+ « » » +» GOOEY, 4 
r- Bernsteinsfure . . . . . . . 4,22 qa 
a Apfelsiure . . . . . . . . 69,57 i ay 
m | Citronensiure . . . . . . . 24,95 af 
as Milehelure . .. ++... aF'8 f 
Ungesiittigte Siuren . . . . . 0,07 at 
é Die Zahlen haben natiirlich nur unter der Voraussetzung | A : 
i Giltigkeit, daB die Verluste an Saiuren bei der Aufarbeitung . 
> des Apfelsaftes gleichmafSig sind. Jedenfalls geben sie einen 4 
ungefahren. Uberblick, in welchem Verhiltnis die Sauren vor- : 
; handen sind. Sicher ist, daB die Sauren der Apfel zum gréBten | 
“ Teil aus Apfelsiure neben verhiltnismiBig viel Citronensiure 


bestehen. Die Esterhydrazidmethode hat sich auch in diesem 
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Halle wieder ausgezeichnet bewahrt; mit den bisher tiblichen 
Methoden zur Untersuchung der Friichte diirfte es kaum mig. 
lich sein, so kleine Mengen Oxalsiure, Milchsiure und Bern- 
steinsiure neben viel Apfelsiiure und Citronensiiure zu fassen. 

Wie steht es nun mit unseren bisherigen Kenntnisser 
iiber die Siuren der Apfel? 

C. W. Scheele»), der Entdecker der Apfelsiiure, benutzte 
zu ihrer Abscheidung aus Friichten anfangs das Kalksalz. Die 
Fruchtsifte wurden durch Zusatz von Alkohol von Pectin- 
stoffen befreit, das Filtrat von diesen mit Kreide neutralisier: 
und zum Sieden erhitzt, wobei citronensaurer Kalk ausfiel. 
Das Filtrat von diesem schied auf Zusatz von starkem Alkoho! 
ein Kalksalz ab, aus dem die freie Siure durch HKinwirkung 
von Schwefelsiiure gewonnen wurde. Diese Siiure nannte 
Scheele Apfelsiiture, weil er sie besonders reichlich in un- 
reifen Apfeln fand. Da der Forscher beobachtete, daB der 
so gewonnene Koérper immer noch kalkhaltig war, benutzte 
er spiter zu ihrer Abscheidung das schwer lésliche Bleisalz, 
welches dann durch Schwefelsiure zerlegt wurde. Als wesent- 
lichen Unterschied der Apfelsiiure von der Citronensiiure gibt 
Scheele die gréBere Léslichkeit des Kalksalzes der ersteren 
Saure und ihre Fahigkeit bei der EKinwirkung von Salpeter- 
siure Oxalsiiure zu liefern an. Da8 der Forscher nach seiner 
Methode aus Friichten wirklich reine Apfelsiure abscheiden 
konnte, diirfte sehr zweifelhaft sein; er erhielt auch immer 
nur einen nicht krystallisierenden Sirup. Braconnot?) ist 
der Ansicht, daB Scheeles Siure aus zwei Substanzen, Vogel- 
beerensiure und schleimiger Substanz bestand. 

I. M. Albahary’) wies in der folgenden Weise Apfelsiure 
in den Apfeln nach: Der Fruchtsaft wird bei 100° bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet, der Riickstand fein gepulvert 
und zunichst im Soxlethapparat mit Chloroform ausgezogen, 
wodurch das Fett, der gréBte Teil des Farbstoffs und Alkaloide 





1) Crells Ann. Bd. 7, S. 29 (1785). 

*) Ann. chim. phys. Bd. 8, S. 149 (1918). 

5) Annales des Falsifications Bd. 5, S. 147 (1912); C. R. Bd. 144, 
S, 1282 (1907). 
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entfernt werden. Dann wird mit Ather und schlieBlich mit 
- Alkohol extrahiert und so die Mengen der in freiem Zustande 
5 ~~ yorhandenen Siiuren ermittelt. Zur Gewinnung der in ge- 
-  bundenem Zustande vorkommenden Siuren wird der extra- 
































; iibergegangen, bei denen es sich entweder lediglich um Be- 
hauptungen, die durch nichts belegt sind oder um Titration 
der Fruchtsiuren der Apfel handelt. Es sind dies die folgen- 
den Arbeiten: 

4, 1. W. A. Lampadius, Jl. fiir prakt. Chem. (1) Bd. 6, S, 285 (1835). 


hierte Riickstand mit verdiinnter alkoholischer Salzsiure auf 

. dem Wasserbade erwiirmt, filtriert, gewaschen, das Filtrat mit 
Ammoniak neutralisiert und der Alkohol verjagt. Der Riick- a 
4 stand wird mit dem Extrakte der freien Saiuren, die ebenfalls 4 
‘i mit Ammoniak neutralisiert werden, vereinigt und das Ganze at 
ae mit Bleiacetat gefallt. Der Bleiniederschlag wird abfiltriert, i 
P noch feucht 1 Stunde mit verdiinnter Essigsiure auf 70° er- | 
‘ hitzt, wobei nur das apfelsaure Blei in Lésung geht, filtriert, et 
“ neutralisiert und mit dem doppelten Volumen Alkohol ver- I oan 
setzt, wobei das iipfelsaure Blei vollstandig ausfallt. Nachdem | i 
r die Apfelsiiure in Freiheit gesetzt ist, wird sie entweder als 7} 
di Kalksalz oder titrimetrisch bestimmt. Gegen diese Methode i: 
al sind schwerwiegende Bedenken zu erheben. Es scheint iuBerst a 
r unwahrscheinlich, daB durch Behandeln des Bleiniederschlages a 
2, mit verdiinnter Essigsiiure bei 70° lediglich apfelsaures Blei =| 
“a in Lésung geht. Wahrscheinlich ist vielmehr, daB auch ein iW 
bt Teil der anderen Siuren mitgelést wird. Deshalb ist auf die ay 
quantitativen Angaben nicht der geringste Wert zu legen. Da a 
2 nun nicht nachgewiesen wurde, ob iiberhaupt Apfelsiure vor- yy 
lag, ist dieser Nachweis unzureichend. qi 
a So paradox es auch klingen mag, Apfelsiiure ist bisher ‘ae 
ad mit Sicherheit noch nicht in den Apfeln nachgewiesen worden. 4 
- Auch die Citronensiture wurde nicht mit Sicherheit nach- a 
- gewiesen, wahrend die anderen von uns aufgefundenen Sauren a) 
nicht erwihnt wurden. ‘ ‘ 
= AuBer den beiden weiter oben besprochenen Arbeiten, in oh 
— denen versucht wurde, die Apfelsiiure aus den Apfeln ab- : E 
: zuscheiden sind in das Schrifttum eine Reihe von Angaben 4 


Beatty ace cacao 
, <i uate eae pm a te) 
shag sc) Aa alae 
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Warcollier, C. R. Bd. 158, 8S. 973 (1914). 
. R. Fresenius, Annalen der Pharmacie Bd. 10, S. 219 (1857 
4. P. Kuliseh, Landw. Jahrb. Bd. 19, S. 101 (1890). 
5. ‘Tatigkeitsbericht des chemischen Versuchs- und Hefereinzuch 
laboratoriums in Klosterneuburg fiir 1911 und 1912. 
6. Chauvin, Joulin u. Canu, Moniteur scientifique (4) Bd. 22 (2, 
S. 449 (1908). 
K. Windisch u. K. Boehm, Zs, Unters. Nahrungs- u. Genul) 
mittel Bd. 8, S. 351 (1904). 


-~1 


Versuchsteil. 

110 Liter Apfelsaft wurden in der Hitze zunachst mit eine: 
gesattigten Lésung von Bleiacetat und dann mit einer solchen 
von basischem Bleiacetat gefillt, bis in beiden Fillen kein 
Niederschlag mehr entstand, nachdem vorher durch eine Ver- 
suchsfallung mit 1 Liter ermittelt worden war, wieviel der 
Lésungen hierzu annahernd notwendig ist; 1 Liter verbrauchte 
110 ccm Bleiacetatlésung und 70 ccm basische Bleiacetat- 
lésung. Der Niederschlag wurde scharf abgesaugt, mit Wasser 
zu einem dicken Brei aufgeschlimmt, dieser unter Schiittel: 
so lange mit Kohlendioxyd behandelt als noch Absorption er- 
folgte, scharf abgesaugt und das Verfahren noch zweima! 
wiederholt. Das erste Filtrat und die Saturationswiisser wurden 
vereinigt, durch Schwefelsiure entbleit, vom Bleisulfat ab- 
filtriert und das Filtrat im Vakuum auf eine ungefihr 10 °/,ige 
Lésung eingedampft. Diese wurde wiederum mit gesiittigter 
Bleiacetlésung und basischer Bleiacetatlésung gefillt und der 
zweite Bleiniederschlag ebenso wie der erste behandelt. Beide 
Bleiniederschlige wurden vereinigt, in der weiter oben ge- 
schilderten Weise durch Schwefelsiiure zersetzt, die iber- 
schiissige Schwefelsiure durch Baryt entfernt und das Filtrat 
vom Bariumsulfat im Vakuum zu einem dicken Sirup ein- 
gedampft. Dieser wurde unter kriftigem Schiitteln allmihlich 
mit 5 Liter absolutem Alkohol versetzt, wobei die Pectinstoffe 
als gelbliche, flockige Masse ausfielen, die abgesaugt wurden. 
75 g eines gelblichgriinen Pulvers. Aus dem Filtrat von den 
Pectinstoffen wurde der Alkohol abdestilliert. Beim Auf- 
nehmen einer Probe des Riickstandes mit absolutem Alkohol 
fiel kein Niederschlag mehr aus. 
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Um etwa noch vorhandenes Wasser zu entfernen wurde 
die im Vakuum stark eingedickte Lisung zweimal mit je 
250 com absolutem Alkohol versetzt und dieser im Vakuum 
wieder abdestilliert. Die schlieBlich hinterbleibenden 700 g 
Siiuregemisch wurden mit der vierfachen Menge absolutem 
Alkohol versetzt, soviel alkoholische Salzsiure hinzugefiigt, 
daB die Lésung 2°/, Chlorwasserstoif enthielt, 5 Stunden zum 
Sieden erhitzt und der Alkohol und das entstandene Wasser 
aus einem Kochsalzbade abdestilliert. Der Riickstand wurde 
in der gleichen Weise nochmals verestert, der Alkohol wieder 
abdestilliert und die dicke, zihe, dunkle Masse in 5 Liter 
\ther aufgenommen. Nach kurzer Zeit fiel eine feine, dunkle 
staubige Masse aus, die abgesaugt und getrocknet wurde, 121 g. 
Die itherische Lésung wurde zur Entfernung von unveresterten 
Siuren mit konz. Pottaschelésung durchgeschiittelt, wobei sich 
diese tief dunkel farbte; dann wurde die itherische Liésung 
iiber entwiissertem Kupfersulfat getrocknet und der Ather ab- 
destilliert, wobei 450 g einer dunklen Fliissigkeit zuriickblieben, 
die der gebrochenen Destillation unterworfen wurden. 


|. Fraktionierung. 


Druck 11 mm. 


a —. ee | 
2. 120—1385° . . . . . 216,0 
3. 135-150. 2... 308 


Druck > 1 mm. 


4. 105-1809 . . . . . 100¢ 
5. 130-1869 . . . . . 91,0 
6. 136-1809 . . . . . 120 
M@eketaad . ..... MP 


2. Fraktionierung. 


Druck 11 min. 


1. 50—-95° .... . O,f6g farblos 
2. 95-120° ..... 4,4 a 
3. 1200-1269 . . . . . 190 ‘ 
4. 126-1309 . . . . . 185,4 : 
5. 180—1859 . . . . . 5Ty4 
6. 185—140° . . . . .) yf , 
7. 140—158° .... . 4,8 i 
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8. 158—167° . . . . . 6,6 gelblich 
9. 167—170° . . . . . 20,6 : 
0. 170-1. we ee Ps 
i. 7-0". ae cc Oe oe 
fo. 2e-ow .. ... « ) 2 
Bicketend. «. ... +» 42 


Fraktion 1 (50—95°. 

0,7 g Ester, 2,1 com absoluter Alkohol, 0,4 com Hydrazin. 
hydrat. Nach 20 Minuten Bildung eines ganz _ geringen 
krystallinen Niederschlages. 24 Stunden Zimmertemperatur 
keine weitere Verinderung. Niederschlag zu gering, um ab- 
gesaugt zu werden. 2 Stunden gekocht: keine Verinderung. — 
EKingedampft: geringe Menge einer farblosen schmierigen Masse. 
50 com Wasser. . Benzylidenverbindung: flockig. Abgesaugt, 
getrocknet, mit Ather behandelt. WeiBe krystalline Masse. | 
0,01 g. Schmelzp. 180—200°% Aus 35 ccm siedendem Alkoho! 
feine, silberglinzende Blittchen. Bei 280° noch nicht ge- 
schmolzen. 0,002 g. Benzyliden-oxalsiuredihydrazid. 

1,771 mg Substanz gaben 0,294 cem N (21°, 750 mm). 

Ber. f. C,H, ON, Gef. 
19,05 °/, N 19,08 °/, N 


Fraktion 2 (95—120°). 
2,0 g Ester, 6,0 com absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- | 
hydrat. Nach kurzer Zeit begannen sich die typischen | 
Wirzchen des Apfelsiuredihydrazids zu bilden, dariber | 
schieden sich feine, farblose Krystallnadeln ab. 24 Stunden 
Zimmertemperatur: dicker weiBer Krystallbrei. Abgesaugt. 
Feste Hydrazide. Farblose Masse 1,2 g. Schmelzp. 167 
bis 173°. Mit 20 ccm Alkohol ausgekocht. Riickstand: 1,0 ¢ 
eines farblosen Pulvers. Schmelzp. 177—178°; in Mischung | 
mit Apfelsiiuredihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung. | 
Bei 300facher VergréBerung war noch keine krystalline | 
Struktur zu erkennen. Apfelsiuredihydrazid. Aus dem | 
Filtrat vom Apfelsiiuredihydrazid schieden sich weiBe Krystall- | 
nadeln ab. Bei 70facher VergréBerung die typischen Nadelu 
des Bernsteinsaiuredihydrazids, untermischt mit einem gestalt- 
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josen Pulver. Schmelzp. 160—170°. Durch Umkrystallisieren 
war keine Trennung zu erzielen. 25 ccm Wasser. Benzyliden- 
verbindung: flockig. 0,1 g einer farblosen Masse. Nach dem 
Umkrystallisieren aus Alkohol kleine, farblose Blattchen. 
Schmelzp. 2833—234°. In Mischung mit Benzylidenbernstein- 
siiuredihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung. Benzy- 
liden-bernsteinsiuredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Veriinderung, EKingedampft. 25 ccm Wasser. Ben- 
zylidenverbindung: flockig. Abgesaugt, getrocknet, mit Ather 
behandelt. 0,15 g eimer schwach gelblichen, krystallinen 
Masse. Schmelzpunkt unscharf zwischen 180—190° Aus 
30 com Alkohol 0,12 g feiner, farbloser Blittchen. Schmelz- 
punkt 233—234°. Benzyliden-bernsteinsiuredihydrazid. 

Fraktion 2 besteht zum gréBten Teil aus Apfelsiureester, 
dem etwas Bernsteinsiureester beigemischt ist. 


Fraktion 3 (120—126°). 


2,0 g Ester, 6,0 com absoluter Alkohol, 1,2 cem Hydrazin- 
hydrat. Nach kurzer Zeit die charakteristischen Wiarzchen 
des Apfelsiiuredihydrazids, nach ‘/, Stunde dicker Brei von 
porzellanartigem Aussehen. 24 Stunden Zimmertemperatur: 
keine weitere Verinderung. Abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Farbloses Pulver: 1,45 g_ ent- 
sprechend 93°/, der auf Apfelsiiuredihydrazid berechneten 
Menge. Schmelzp. 177—179° Bei 300facher VergréSerung 
keine krystalline Struktur. Apfelsiuredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Veriinderung. Eingedampft: geringer schmieriger Riick- 
stand. 25 com Wasser. Benzylidenverbindung: flockig. Ab- 
gesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt. 0,1 g einer schwach 
gelblichen, krystallinen Masse. Schmelzp. 160—180°. Aus 
35 ccm siedendem Alkohol feine farblose Blattchen. Schmelz- 
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dihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung. Benzyliden- 
bernsteinsauredihydrazid. 


Kraktion 3 besteht wesentlich aus Apfelsiureester, dem 


etwas Bernsteinsiureester beigemischt ist. 


Fraktion 4 (126—130°). 

2,0 g Ester, 6,0 com absosuter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- 
hydrat. Erscheinungen dieselben wie bei der vorhergehenden 
Fraktion. 

Feste Hydrazide. FKarbloses Pulver; 1,65 g_ ent- 
sprechend 97°/, der aus Apfelsiuredihydrazid berechneten 
Menge. Schmelzp. 177—178°. Apfelsiuredihydrazid. 

0,0668 g Substanz gaben 20,6 cem N (26°, 752 mm). 


0,1339 g ae » 41,2 eem N (28°, 754 mm). 
0,1314 g ” - 0,1431 g CO, 
0,1175 ¢ a * 0,1287 g CO, und 0,0645 g H,0. 
Ber. f. C,H,,O3N, Gef. 
29,65 °/, C 29,70; 29,87°/, C 
6,22 °/, H 6,14°/, H 
34,57 °/, N 34,60; 34,63 °/, N 


Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge- 
kocht: keine Veriinderung. Eingedampft: geringer Riickstand. 
25 com Wasser. Benzylidenverbindung: flockig. Abgesaugt, 
getrocknet, mit Ather behandelt. 0,1 g einer schwach gelb- 
lichen, krystallinen Masse. Aus 35 ccm siedendem Alkohol 
feine, farblose Blittchen. Schmelzp. 233—234°; in Mischung 
mit Benzyliden-bernsteinsiuredihydrazid keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung. Benzyliden-bernsteinsiuredihydrazid. 

Fraktion 4 besteht zum gréBten Teil aus Apfelsiiureester, 
dem geringe Mengen Bernsteinsiureester beigemischt sind. 


Fraktion 5 (130—135%). 


2,0 g Ester, 6,0 com absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- 
hydrat. Erscheinungen wie bei den beiden vorhergehenden 
Fraktionen auch. 

Feste Hydrazide. Farbloses Pulver. 1,6 g entsprechend 
94°) der auf Apfelsiuredihydrazid berechneten Menge. 
Schmelzp. 177—179% Apfelsiuredihydrazid. 
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Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Verinderung. Eingedampft: ganz geringer Riickstand. 
25 com Wasser. Benzylidenverbindung: flockig. Abgesaugt, 
getrocknet, mit Ather behandelt. 0,05 g einer schwach gelb- 
lichen, krystallinen Masse. Schmelzp. 175—189°. Aus 15 ccm 
siedendem Alkohol farblose, feine Blattchen. Schmelzp. 232°. 
In Mischung mit Benzyliden-bernsteinsiuredihydrazid keine 
Schmelzpunktserniedrigung. Benzyliden-bernsteinsiure- 
dihydrazid, 

Kraktion 5 besteht aus Apfelsiureester, dem sehr wenig 
Bernsteinsiureester beigemischt ist. 

Die aus den verschiedenen Fraktionen erhaltenen Mengen 
Henzyliden-bernsteinsiuredihydrazid wurden vereinigt und noch- 
mals aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 233—234?°. 


3,790 mg Substanz gaben 0,584 cem N (26°, 753 mm). 


Ber. f. C,,H,,0,N, Gef. 
17,39 °/, N 17,45), N 


Fraktion 6 (185-—140°. 


2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- 
hydrat. Erscheinungen wie bei den vorhergehenden Frak- 
tionen auch. 

este Hydrazide. Farbloses Pulver; 1,7 g entsprechend 
100°), der auf Apfelsiiuredihydrazid berechneten Ausbeute. 
Schmelzp. 177—179% Apfelsiuredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. Gab keine 
Benzylidenverbindung. 


Analyse des Esters. 


0,2191 g Substanz gaben 0,3979 g CO, und 0,1422 g H,O. 


03219¢  , »  0,5981g CO, ,, 0,2132 g H,O. 
Ber. f. C,H,,0, Gef. 
50,51, C 50,81; 50,67 °/, C 
7,36 °/, H 7,43: 7,41°/, H 


Fraktion 6 besteht aus reinem Apfelsdureester. 
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Fraktion 7 (140—158°). 
2,0 g Ester, 6,0 com absoluter Alkohol, 1,1 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. Nach 


'/, Stunde starke milchige T'riibung, die sich bei langerem | 


Stehen als eine fest an den Glaswandungen haftende weife 
Krystallmasse absetzt. 24 Stunden Zimmertemperatur: reich- 
liche weiBe Krystallmasse. 

Feste Hydrazide. Farblose Krystallmasse. 1,5 ¢. 
Schmelzpunkt unscharf zwischen 163—174°. Mit 200 ccm 
Alkohol ausgekocht. Ungelést 0,85 g. Schmelzp. 179° = In 
Mischung mit Weinséuredihydrazid sehr unscharf zwischen 
160—172°. Bei 300 facher VergréBerung gestaltloses Pulver. 
Apfelsiiuredihydrazid. Das Filtrat wurde eingedampit. 
Riickstand weiBbe, weiche Masse, die beim Stehen im Exsiccator 


allmihlich hart wurde. 0,6 g. Schmelzp. 108. In Mischung | 


mit Citronensiiuretrihydrazid Schmelzp. 107—109°. Citronen- 
siuretrihydrazid. 

3,690 mg Substanz gaben 1,155 cem N (22°, 752 mm). 

Ber. f. CgH,,0,N, Gef. 
35,89 °/, N 35,84 %/4 N 

Filtrat von den festen Hydraziden: gab keine Ben- 
zylidenverbindung. 

Fraktion 7 besteht aus einer Mischung von Apfelsiure- 
ester und Citronensiureester. 


Fraktion 8 (158—167%). 


2,0 g Ester, 6,0 ceom absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. Nach 
2—3 Minuten starke Triibung, die sich als klare Schmiere zu 
Boden setzt. 24 Stunden Zimmertemperatur: keine weitere 
Veriinderung. Mit Spuren Citronensiiuretrihydrazid geimptt. 
Nach mehreren Tagen verwandelt sich der schmierige Boden- 
satz in eine weibe, krystalline Masse. Nach 10 tiigigem Stehen 
abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Weibe, krystalline Masse. 1,7 g 


entsprechend 100°/, der auf Citronensiuretrihydrazid berech- 
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neten Menge. Schmelzp. 118—120°. Bei 3800facher Ver- 


ordBerung breite, zu Biischeln vereinigte Tafeln. Citronen- 


giuretrihydrazid. 

2,760 mg Substanz gaben 0,860 cem N (20°, 750 mm). 

Ber. f. C,H,,O,N, Gef. 
35,89 °/, N 35,85 °/, N 

Filtrat von den festen Hydraziden: keine Benzyliden- 
verbindung. 

Fraktion 8 besteht aus Citronensiureester, dem Spuren 
Apfelsiureester beigemengt sind. 


Fraktion 9 (167—170%). 

2,0 g Ester, 6,0 com absoluter Alkohol, 1,2 ccm Hydrazin- 
hydrat. Erscheinung wie bei der vorhergehenden Fraktion. 

Keste Hydrazide. WeiBe, krystalline Masse. 1,7 g 
entsprechend 100°/, der auf Citronensiuretrihydrazid berech- 
neten Menge. Schmelzpunkt unscharf bei 120°. Bei 300 facher 
VergroéBerung breite, zu Biischeln vereinigte Tafeln. Citronen- 
siuretrihydrazid., 

2,156 mg Substanz gaben 0,672 cem N (21°, 750 mm). 

Ber. f. CoH,,O.N, Gef. 
35,89 °/, N 35,83 °/, N 

Filtrat von den festen Hydraziden: keine Benzyliden- 
verbindung. 

Fraktion 9 besteht aus fast reinem Citronensiureester. 


Fraktion 10 (L70—172°). 

2,0 g Ester, 6,0 com absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- 
hydrat. Erscheinungen wie bei Fraktion 8. 

Feste Hydrazide. Weibe, krystalline Masse. 1,7 g ent- 
sprechend 100 °/, der auf Citronensiiuretrihydrazid berechneten 
Menge. Schmelzp. 120—125°. Bei 300facher VergréBerung 
die typischen, zu Biischeln vereinigten T'afeln des Citronen- 
siiuretrihydrazids. 

3,919 mg Substanz gaben 0,712 cem N (21°, 755 mm). 


Ber. f. C,H,,0,N, Gef. 
35,89 9/, N 35,90°/, N 
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0,5 ¢ des Hydrazids wurden mit 50 com Alkohol aus- 
gekocht; Spuren waren unloslich. Nach dem Eindampfen des 
Filtrates hinterblieb eine weiche, weiBe Masse, die beim Stehen 
im Exsiccator hart wurde. Schmelzp. 108° In Mischung mit 
Citronensiiuretrihydrazid Schmelzp. 107—109°. 

1,0 g des rohen Hydrazids wurde mit 50 com Wasser aut- 
genommen. Benzylidenverbindung flockig. Abgesaugt, ge- 
trocknet mit Ather behandelt. 1,7 g eines schwach gelben 
krystallinen Pulvers. Mit 100 ccm  verdiinntem Alkoho! 
(/, Alkohol, ?/, Wasser) ausgekocht. Ungeldst 0,05 g eines 


weiBen Pulvers. Schmelzp. 165—166°% In Mischung mit . 
Benzyliden-apfelsiuredihydrazid, Schmelzp. 165°. Benzyliden- | | 


ipfelsiuredihydrazid. Aus dem Filtrat schieden sich feine 
Nadelchen ab. Schmelzp. 210—218° Aus 80 ccm verdiinntem =~ 
Alkohol umkrystallisiert, Schmelzp. 225°. In Mischung mit | 7 
Benzyliden-citronensiuretrihydrazid, Schmelzp.225—226°. Ben- 
zyliden-citronenséuretrihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. Kein Hydrazon 

Fraktion 10 besteht aus fast reinem Citronensiureester, 
dem Spuren Apfelsiiureester beigemischt sind. 


Fraktion 11 (172—180°), 


2,0 g Kster, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- | 4 
hydrat. Erscheinungen wie bei den vorhergehenden Fraktionen | 7 


auch, : 
Feste Hydrazide. Weibe, krystalline Masse. 1,65 g | | 


entsprechend 98°/, der auf Citronensiuretrihydrazid berechneten )— 


Menge. Schmelzp. 118—120° Citronensiuretrihydrazid. | 


1,959 mg Substanz gaben 0,611 ecm N (20°, 749 mm). 
Ber. fiir C,H,,0,N, Gef. 
35,89°/, N 35,85°/, N 


Filtrat von den festen Hydraziden: kein Hydrazon. 
Fraktion 11 besteht aus fast reinem Citronensiureester. 


Fraktion 12 (180—220°). 
2,0 g Ester, 6,0 com absoluter Alkohol, 1,2 cem Hydrazin- 
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hydrat. Erscheinungen wie bei den vorhergehenden Fraktionen 
auch. 

Feste Hydrazide. Schwach gelbliche, krystalline Masse. 
1,5 g. Schmelzpunkt unscharf bei 108—110% Mit 50 ccm 
Wasser aufgenommen. Benzylidenverbindung: flockig. Ab- 
gesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt. 2,5 g einer schwach 
gelblichen Masse. Schmelzp. 208—218°. Aus verdiinntem 
Alkohol (8:2) feine Nadelchen. Schmelzp. 225°. In Mischung 
mit Benzyliden-citronensiuretrihydrazid Schmelzp. 225—226°. 
Benzyliden-citronensauretrihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Veriinderung. Eingedampft: geringer Riickstand. 25 ccm 
Wasser. Benzylidenverbindung: schmierig. 

Fraktion 12 besteht aus Citronensiureester mit einer ge- 
ringen Menge eines wohl ungesittigten Esters. 

Das Filtrat vom zweiten Bleiniederschlag und die Satura- 
tionswisser wurden vereinigt, mit Schwefelsiure entbleit und 
das Filtrat vom Bleisulfat auf ein Volumen von 10,5 Litern 


im Vakuum eingedampft. 50 ccm der Lésung wurden in einer 
| Platinschale verascht. 1,26°/, Asche. 1,0 g Asche brauchten 
© zur Neutralisation 14,1 cem n/10-H,SO, Zur Bindung der 


Basen in den 10,5 Litern sind also 8,95 g Schwefelsdiure not- 


) wendig. Es wurden 15 g als 20°/,ige Lisung hinzutropfen 
: gelassen, das Ganze mit Wasser auf 13 Liter verdiinnt 
; und mit Ather extrahiert. Nach 160 Stunden wurde die Ex- 
© traktion unterbrochen, der Ather abdestilliert, die 93,7 ¢ 
4 Riickstand in Wasser gelést und die wiiBrige Lisung er- 
 schépfend mit Benzol extrahiert. Die wibrige Lésung wurde 
q dann im Vakuum zur Trockne eingedampft, der Riickstand 
7 ebenso wie die durch Bleiacetat fillbaren Siuren verestert 
: und die Ester der gebrochenen Destillation im Vakuum unter- 
> worfen. 


1. bis 67° 3,0g  farblos 

2. 67— 90 2,1 ‘ 

3. 90—120 3,3 schwach gelb 
4, 120-135 14,1 . “4 
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5. 185-145 5,2 gelb 
6. 145—-160 1,5 dunkelgelb 
Riickstand 4,2 


Fraktion 1 (bis 67°). 


3,0 g Ester, 9,0 ccm absoluter Alkohol, 1,7 com Hydrazin- 
hydrat. 24 Stunden Zimmertemperatur: geringe Spuren einer 
krystallinen Abscheidung. 2 Stunden kochen: keine weitere 
Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: keine Veriinde- 
rung. Kingedampft: dinner, klarer, gelber Sirup. 1,6 g. 
50 com Wasser. SBenzylidenverbindung: flockig. Abgesaust, 
getrocknet, mit Ather behandelt. Graue, krystalline Masse, 
0,4 g. Schmelzp. 130—138°. Mit 15 ccm Methylalkohol aus- 
gekocht. Ungelést 0,2 g. Farblose, krystalline Masse. Schmelz- 
punkt 225—227°. Aus 30 ccm Alkohol feine farblose Blitt- 
chen. Scbhmelzp. 233—234°; in Mischung mit Benzyliden-bern- 
steinsiuredihydrazid, Schmelzp. 233—234°, Benzyliden-bern- 
steinsiuredihydrazid. Aus dem Filtrat schieden sich nach 
dem Entfirben mit Tierkohle und starkem Einengen 0,12 ¢g 
feine, farblose Nidelchen aus. Schmelzp. 159—161° In 
Mischung mit Benzyliden-milchsiurehydrazid, Schmelzp. 160 
bis 161° Benzyliden-milchsiurehydrazid. 

3,272 mg Substanz gaben 0,403 cem N (15°, 757 mm). 


3,622 ,, ” » 0,452 4, 4, (16°, 752 ,, ). 
Ber. fiir C,,H,,O.Ne Gef. 
14,58°/, N 14,51 14,589/, N 


Fraktion 1 besteht aus einer Mischung von Alkohol, Milch- 
siureester und Bernsteinsiureester. 


Fraktion 2 (67—80°). 

2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- 
hydrat. 24 Stunden Zimmertemperatur: geringe krystalline 
Abscheidung. 

Feste Hydrazide. 0,07 g. WeiBe Krystallmasse. Schmelz- 
punkt 162—164°; sintert etwas vorher. Mit 5 ccm Alkohol 
ausgekocht. Ungelést 0,06g. Farbloses Pulver. Schmelzp. 175 
bis 179° In Mischung mit Apfelsiiuredihydrazid Schmelzp. 177 
bis 179°. Bei 8300facher VergréBerung keine krystalline Struktur. 











j~ 





Apfelsiuredihydrazid. Aus dem Filtrat schieden sich beim 
Einengen die typischen Nadeln des Bernsteinsduredihydrazids 
aus. Schmelzp. 166—167° In Mischung mit Bernsteinsiure- 
dihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung. Bernsteinsaure- 
dihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. Eingedampft: 
0,8 g eines diinnen, gelben Sirups. 50 ccm Wasser. Benzy- 
lidenverbindung: flockig. Abgesaugt, getrocknet, mit Ather 
behandelt. 0,3 g eines gelblichen Pulvers. Schmelzp. 170—180°. 
Mit 10 ccm Methylalkohol ausgekocht. Ungelést 0,21 g. Schmelz- 
punkt 220—228°. Aus Alkohol farblose, glanzende Blittchen, 
Schmelzp. 233—234°. In Mischung mit Benzyliden-bernstein- 
siuredihydrazid, Schmelzp. 233—234°% Benzyliden-bern- 
steinsiure-dihydrazid. Aus dem eingeengten Filtrat von 
Benzylidenbernsteinsiuredihydrazid schieden sich 0,08 g feine 
Nidelchen ab. Schmelzp. 160—161°; in Mischung mit Ben- 
zyliden-milchsiurehydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung. 
Benzyliden-milchsiurehydrazid. 

Fraktion 2 besteht aus Bernsteinsiureester, wenig Apfel- 
siureester und Milchsiureester. 


Fraktion 3 (90—120°%). 

2,0 g Ester, 6,0 ccm Alkohol, 1,2 com Hydrazinhydrat. 
Sofort nach dem Mischen keine Veranderung. Nach '/, Stunde 
begannen sich die typischen Apfelsiiuredihydrazidwirzchen und 
spiter wenig Nadeln abzuscheiden. 24 Stunden Zimmertem- 
peratur: sehr diinner Krystallbrei. 

Feste Hydrazide. Weife, krystalline Masse. 0,9 g. 
Schmelzp. 162—166% Mit 40 ccm Alkohol ausgekocht. Un- 
gelist 0,65 g. Bei 300facher Vergré8erung keine krystalline 
Struktur. Schmelzp. 176—178°; in Mischung mit Apfelsiiure- 
dihydrazid, Schmelzp. 177—179° Apfelsduredihydrazid. 
Aus dem eingeengten Filtrat 0,2 g typische Nadeln des Bern- 
steinsiuredihydrazids. Schmelzp. 166°. Bernsteinsiure- 
dihydrazid. ) 

Filtrat von den festen Hydraziden. 2 Stunden kochen: 


keine Veriinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: keine Ver- 
3* 
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inderung. Eingedampft: 0,75 g eines klaren, gelben Sirups. 
50 ccm Wasser. Benzylidenverbindung: flockig. Abgesaugt, 


getrocknet, mit Ather behandelt. Gelbliches Pulver. 0,5 g. 
Schmelzp. 184—205° Aus 145 ccm Alkohol umkrystallisiert: 
farblose, glanzende Blittchen. Schmelzp. 233—234° In 
Mischung mit Benzyliden-bernsteinsiuredihydrazid Schmelz- 
punkt 233—234°. Benzyliden-bernsteinsduredihydrazid. 
Filtrat stark eingeengt; 0,3 g feine Nadelchen. Schmelzp. 164 
bis 165°. In Mischung mit Benzyliden-apfelsiuredihydrazid, 
Schmeizp. 163—165°. Benzyliden-apfelsiuredihydrazid, 

Fraktion 3 besteht aus einem Gemisch von Bernsteinsiiure- 
ester und Apfelsiureester. 

Die aus den verschiedenen Fraktionen erhaltenen Mengen 
Benzyliden-bernsteinséuredihydrazid wurden vereinigt und noch- 
mals aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 233—234°. 


1,694 mg Substanz gaben 0,257 ccm N (16°, 753 mm). 


2,743 ? ”? > P] 0,406 ” 2? (16°, 155 ”? ). 
Ber. fiir C,,H,,O.N, Gef. 
17,399/, N 17,45 17,889/, N 


Fraktion 4 (120—135°). 


2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,5 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. Nach 
kurzer Zeit die charakteristischen Warzchen des Apfelsiure- 
dihydrazids. Nach '/, Stunde dicker Brei von porzellanartigem 
Aussehen. 24 Stunden Zimmertemperatur: keine weitere Ver- 
anderung. 

Feste Hydrazide. Farbloses Pulver. 1,6 ¢ entsprechend 
94°) der auf Apfelsiiuredihydrazid berechneten Menge. Schmelz- 
punkt 178% Apfelsiuredihydrazid. 

Filtrat von den festenHydraziden. 2 Stunden kochen: 
keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: feine, flache 
Nadelchen; 0,1 g. Unter dem Mikroskop die typischen flachen 
Nadeln des Bernsteinsiuredihydrazids. Schmelzp. 166% Bern- 
steinsdiuredihydrazid. Beim Eindampfen des Filtrats hinter- 
blieb nur ein unbedeutender Riickstand. 
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Fraktion 4 besteht aus Apfelsiureester und wenig Bern- 
steinsiureester. 


Fraktion 5 (185—145°. 


2,0 g Ester, 6,0 com absoluter Alkohol, 1,5 ccm Hydrazin- 
hydrat. Erscheinungen wie bei der vorhergehenden Fraktion auch. 
Feste Hydrazide. fFarbloses Pulver. 1,65 g, ent- 
sprechend 97°/, der auf Apfelsiiuredihydrazid berechneten 
Menge. Schmelzp. 176—178° In Mischung mit Apfelsiure- 
dihydrazid, Schmelzp. 177—178°. Apfelsiuredihydrazid. 


1,547 mg Substanz gaben 0,460 cem N (18°, 757 mim). 
Ber. fiir C,H,,O,N, Gef. 
34,57°/, N 34,63°/, N 


Filtrat von den festen Hydraziden. Beim Kindampfen 
nur ganz geringfiigiger Riickstand. 
Fraktion 5 besteht aus Apfelsdiureester. 


Fraktion 6 (145—160°%. 


1,3 g Ester, 4,2 ccm absoluter Alkohol, 0,7 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. Nach 
5 Minuten Triibung, die sich als klare, schmierige Abscheidung 
zu Boden setzt. 24 Stunden Zimmertemperatur: keine weitere 
Veriinderung. Die Masse wurde nach mehrtigigem Stehen fest. 

Feste Hydrazide. Schwach gelbliche, harte Krystalle; 
0,4 g. Schmelzp. 160—162®% Mit 30 ccm Alkohol ausgekocht. 
Ungelist 0,35 ¢. WeiBes Pulver. Schmelzp.177—178°% Apfel- 
siuredihydrazid. Filtrat eingedampft. 25 ccm Wasser. Ben- 
zylidenverbindung: flockig. Abgesaugt, getrocknet, mit Ather 
behandelt. 0,08 g. Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, 
Schmelzp. 225—227° In Mischung mit Benzyliden-citronen- 
siuretrihydrazid keine Schmelzpunktserniedrigung. Benzyliden- 
citronensaiuretrihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden. Lieferte schmie- 
rige Benzylidenverbindungen. 

Fraktion 6 besteht aus Apfelsiureester, wenig Citronen- 
sdureester und Estern wahrscheinlich ungesiattigter Natur. 
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Zusammenfassung. 


Die Siuren der Apfel bestehen iiberwiegend aus 
Apfelsiure neben verhiltnismaBig viel Citronensiure: 
nebenbei sind wenig Bernsteinsiure und Milchsiure, 
ganz geringe Mengen Oxalsiure und Spuren ungesit- 
tigter Saiuren vorhanden. 

Die Arbeit wurde mit Hilfe von Mitteln durchgefiihrt, die 
uns von der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft zur 
Verfiigung gestellt wurden. Wir sagen auch an dieser Stelle 


der Notgemeinschaft unseren herzlichsten Dank. 
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Uber die quantitative Millonsche Reaktion im enteiweiften 
Blutserum. 


I. Mitteilung. 


Von 


Georg Haas. 


(Aus der Medizinischen Universitaétklinik zu GieBen (Dir. Prof. Voit). 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1922.) 


M. WeiB8') hat eine Methode des quantitativen Tyrosin- 
nachweises beschrieben, die auf einer von O. Nasse angegebenen 
Modifikation der Millonschen Probe beruht. Wahrend 
OQ. Nasse zu der zu untersuchenden Fiissigkeit geringe Mengen 
10°/, iger Quecksilberoxydnitratlésung und einige ‘Tropfen 
5°/,iger Natriumnitritlésung vor dem Kochen hinzufiigt, ver- 
wendet M. Weif abgemessene Mengen der zu untersuchenden 
Flissigkeit und der Reagenzien, und gebraucht als Queck- 
silbersalz nicht wie O. Nasse Quecksilberoxydnitrat, sondern 
Quecksilberoxydsulfat, und zwar eine 5°/,ige Lisung in 5°/)- 
iger Schwefelsiure. 

Ausgehend von klinischen Fragestellungen habe ich das 
Nasse-Wei8sche Prinzip der Modifikation der Millonschen 
Probe auf das Blutserum iibertragen und gepriift, ob im Serum- 
filtrat die Millonsche Reaktion nachzuweisen ist. Es gelingt 
in der Tat bei der Empfindlichkeit dieser Modifikation der 
Millonschen Reaktion, im enteiweiBten Blutserum den Nachweis 
von Stoffen zu fiihren, die auf die Millonsche Probe reagieren. 





1) Biochem. Zs. Bd. 97, 102, 110. 
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Bei entsprechendem Vorgehen ist man in der Lage, schon aus 
dem Filtrate von nur wenigen Kubikzentimetern Serum (4 bis 
5 ccm) in jedem Falle die mit der Millonschen Probe 
reagierenden Kérper nicht nur qualitativ, sondern auch quan- 
titativ zu fassen. 

Hine der Hauptschwierigkeiten bei der Ausarbeitung einer 
entsprechenden quantitativen Methode bereitete zunichst die 
EnteiweiBung des Serums. LEinesteils muBte ein Verfahren 
gewahlt werden, bei dem zur quantitativen EnteiweiBung keine 
allzu groBe Verdiinnung des Serums vorgenommen zu werden 
braucht, da sich sonst die zu erwartenden geringen Mengen 
reagierender Substanz dem Nachweis entziehen, andernteils 
zeigte sich, daB die Millonsche Reaktion durch die Anwesen- 
heit gewisser Stoffe entweder ganz aufgehoben oder in ihrem 
quantitativen Ablauf gestért wurde. So erwiesen sich die 
meisten der iiblichen EnteiweiBungsmethoden als unbrauchbar. 
Es hebt Trichloressigsiure die Millonsche Reaktion auf, die 
EnteiweiBung mit Uranylacetat ergibt ein negatives Resultat, 
ebenso stéren andere Acetate die quantitative Reaktion, sowie 
dieselben in etwas héherer Konzentration vorhanden sind. Auch 
die Anwesenheit von Cl-lonen in etwas héherer Konzentration 
beeintrachtigt den quantitativen Ablauf der Reaktion oder hebt 
dieselbe ganz und gar auf, so daB die EnteiweiBung, z. B. nach 
dem Schenkschen Verfahren sich als ungangbar erweist; 
ebensowenig fihrt die Ausfaillung des Kiweifes durch NaCl 
bei essigsaurer Reaktion in der Hitze zum Ziele. Mit Phos- 
phorwolframsiéure verliuft bei salzsaurer Reaktion die Millon- 
sche Probe negativ, bei schwefelsaurer Reaktion wird der ge- 
bildete rote Koérper sehr rasch zu Boden gerissen. Wurde 
dem Serum eine sehr verdiinnte Tyrosinlésung zugesetzt und 
dann dasselbe mit kolloidalem Kisen gefallt, so wurde im ein- 
geengten Filtrat die Millonsche Reaktion ebenfalls vermibBt. 
Auch die Bearbeitung des eingeengten Blutfiltrates nach 
Alkoholfallung bietet groBe Schwierigkeiten. Ferner scheidet 
die Sulfosalicylsiure aus in Anbetracht ihrer Kigenschaft, mit 
dem Millonschen Reagens ohne weiteres in Reaktion zu 
treten. Endlich ist es mir nicht gegliickt mit Metaphosphor- 
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siure (z. B, 3°/,ige Lésung) einwandsfreie, eiweiBfreie Blut- 
filtrate zu erhalten. 

Als einziger, aber sehr schén gangbarer Weg erwies sich 
die Fallung mit gesattigter Natriumsulfatlisung bei schwach 
essigsaurer Reaktion in der Hitze. Im einzelnen ging ich 
derartig vor, daB in einem Erlenmeyerkélbchen Serum (5 oder 
10 ccm) mit der gleichen Menge gesittigter Natriumsulfat- 
lésung versetzt und bei schwach essigsaurer Reaktion (Zusatz 
von 8 bzw. 16 Tropfen 5°/, iger Essigsiure) am Steigrohr eine 
halbe Stunde im Wasserbad erhitzt wurde. Das auf diese 
Weise gewonnene Serumfiltrat zeigte, mit Sulfosalicylsiure ge- 
priift, nicht die geringste Triibung und war wasserhell. Stellt 
man nun mit dem Filtrat die Millonsche Probe an und zwar 
nach der WeiBschen Modifikation derart, daB 3 ccm Filtrat 
mit 2 ccm Quecksilberreagens versetzt werden, und erhitzt etwa 
1/, Stunde am ‘Steigrohr zur quantitativen Hydrolyse der ge- 
paarten Phenol-Kresolverbindungen, so tritt unter gewisser 
Triibung der Fliissigkeit wihrend des Kochens auf Zusatz von 
drei Tropfen einer '/,°/, igen Natriumnitritlésung die charak- 
teristische rote Farbe der Millonschen Probe in Erscheinung. 

Es ist nun ohne weiteres klar, daB der positive Ausfall 
der Millonschen Reaktion nicht auf einen einzelnen Kérper 
zurickzufiihren ist, sondern daB an dem Zustandekommen der 
positiven Probe eine ganze Reihe von Substanzen beteiligt 
sind, wie z.B. die Phenole, die Kresole, die aromatischen 
Oxysiiuren, das Tyrosin usw. 

Vom physiologischen wie vom pathologisch-physiologischen 
Standpunkt aus erschien es nun vor allem interessant, eine 
Fraktion zu ermitteln die speziell das Tyrosin méglichst isoliert 
enthalt, die also méglichst frei ist von allen anderen mit der 
Millonschen Probe reagierenden Korpern, da gerade der Ein- 
blick in den intermediiren Stoffwechsel einer physiologisch so 
bedeutsamen Aminosiure wie das Tyrosin, geeignet ist eine 
Reihe wichtiger Fragen, z. B. aus der Pathologie des Stoff- 
wechsels zu kliren. Ohne hier niher auf einzelne Frage- 
stellungen einzugehen — ist es z. B. ohne weiteres klar, dab, 
bevor es zu einer nachweisbaren Ausscheidung von Tyrosin im 
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Harn kommt, der Tyrosinspiegel im Blut eine entsprechende 
Erhéhung erfahren haben muB, da feinere Stérungen des 
Tyrosinstoffwechsels sich vielleicht nur im Blute nachweisen 
lassen, etwa durch eine Belastungsprobe und durch gleich- 
zeitiges Verfolgen des zeitlichen Ablaufs des Tyrosinabbaus 
innerhalb des intermediiren Stoffwechsels. Liegen die Ver- 
hiltnisse beim menschlichen Organismus 4hnlich wie beim 
Kaninchen, wo Stolte zeigen konnte, daB von allen Amino- 
siiurer. die aromatischen am allerschwersten in Harnstoff um- 
gewandelt werden, so kann man sich vorstellen, daB der Umbau 
des T'yrosins die Leber vor eine besondere Aufgabe stellt. 


Es scheint daher bei gewissen pathologischen Zustiinden 
der Leber die Kontrolle des Tyrosinspiegels im Blute vielleicht 
am ehesten Aufschlu8 geben zu kénnen iiber die Funktions- 
kraft der Leber, wenigstens was den Aminosiiurenstoffwechsel 
anlangt. 


Der methodische Teil der Untersuchungen ging nun davon 
aus, die mit der Millonschen Probe reagierenden Kérper in 
einzelne Fraktionen zu trennen; demnach zergliedert sich die 
Untersuchung: 


1. in die Bestimmung der Summe der mit der Millon- 
schen Probe reagierenden Substanzen; 


2. in die Bestimmung der nach erschépfender Ather- 
extraktion abgetrennten itherléslichen Substanzen; 


8. in die Bestimmung der nach vorgenommener Ather- 
extraktion zuriickgebliebenen, nur noch wasserléslichen Sub- 
stanzen. Diese letztere Fraktion laBt sich nun weiterhin ver- 
mindern durch die Kinwirkung des Autoklaven bei 105° in 
2°/, iger schwefelsaurer Lésung. 


Die nach der Autoklavenbehandlung erhaltene thermo- 
stabile Fraktion enthalt das Tyrosin. Da sie vom klinischen 
Standpunkt aus besonderes Interesse bietet, so méchte ich die 
Schilderung der Methodik der quantitativen Bestimmung dieser, 
das Tyrosin enthaltenden Fraktion, den anderen Untersuchungen 
voranstellen und sie zum Inhalt dieser ersten Mitteilung 
machen. Auf die Bestimmung der Summenreaktion und der 
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quantitativen Erfassung der Atherléslichen Substanzen soll 
spiter eingegangen werden. 

Beziiglich der Bestimmung der Tyrosinfraktion wurden, 
wie bereits erwihnt, gleiche Mengen Serum und gesittigte 
Natriumsulfatlésung zur EnteiweiBung bei schwach essig- 
saurer Reaktion im Wasserbad eine halbe Stunde erhitzt. 
Sodann wurden abgemessene Mengen des eiweiBfreien Fil- 
trates auf 2°/, igen Schwefelsiuregehalt gebracht und im 
Autoklaven 50 Minuten lang einer Temperatur von 105° 
ausgesetzt. Dadurch werden die gepaarten Kresole und 
Phenole in Freiheit gesetzt und ein gewisser Teil von Sub- 
stanzen, die die Millonsche Reaktion geben, zerstért. Nach 
erneuter Festsetzung des Volumens extrahiert man bestimmte 
Mengen des Filtrates (etwa 5 ccm) im Schiitteltrichter quan- 
titativ mit Ather, d. h. solange, bis das schwach sodaalkalisch 
gemachte Waschwasser der letzten Atherportion auch nicht 
die geringste Spur einer Millonschen Reaktion nach Versetzen 
mit Quecksilberreagens zeigt. Nun werden die im Serumfiltrat 
gelisten Athermengen vorsichtig entfernt, 3 ccm itherfreies 
Filtrat im Reagenzglas mit 2 com des WeiBschen Queck- 
silberreagens versetzt und im Wasserbad auf 95° erhitzt. Es 
ist notwendig, den Ather vor Zusatz des Hg-Reagens griindlich 
zu entfernen, da sonst beim Erwirmen im Wasserbad gelbes 
Hg-Salz ausfallt. Von der wihrend des Erhitzens im Wasser- 
bad auftretenden Triibung wird abfiltriert, die wasserhelle Probe 
nochmals auf 95° gebracht und sodann mit 3 Tropfen 1/,°/,- 
iger Natriumnitritlésung versetzt. Es tritt nun eine schéne 
Firbung auf, die je nach dem Gehalt des Serums an reagie- 
renden Substanzen einen zartrosa bis deutlich roten Ton an- 
ninmt. Nach 3 Minuten langem Stehen der Fliissigkeit wurde 
colorimetriert. Solange ich das mir zur Verfiigung stehende 
Autenriethsche Colorimeter verwendete, habe ich eine Reihe 
von Blutseren klinischer Patienten in der angegebenen Weise 
bearbeitet. Zum Vergleich diente hierbei eine Farblésung, die 
derartig hergestellt war, daB von einer Tyrosinstammlésung 
1:25000 9 ccm mit 6 ccm Quecksilberreagens versetzt und 
nach Erwarmung im Wasserbad auf 95° unter Hinzufiigung 
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von 9 Tropfen '/,°/,iger Natriumnitritlésung zur Reaktion ge- 
bracht wurden. Nach 3 Minuten Wartezeit fand dann die 
rosarot gefairbte Fliissigkeit Verwendung. Eine ihr entspre- 
chende Aichungskurve wurde angelegt. Ich wihlte die angefiihrte 
Konzentration der Vergleichslésung speziell aus dem Grunde, 
da sie bei der Schichtdicke des Keils des Autenriethschen 
Colorimeters die gréBte Verdiinnung darstellt, bei der fiir das 
Auge ein scharfes Colorimetrieren noch méglich ist, andernteils 
geht nach Wei8 die Intensitaét der Firbung der Konzentration 
der vorhandenen Tyrosinmengen nur in grofer Verdiinnung 
parallel. 

Ich will zunichst die Brauchbarkeit des beschriebenen 
Verfahrens an der Hand mehrerer Analysen erliutern, wobei 
bei den einzelnen Blutseren die Tyrosinfraktion zunichst ohne 
Zusatz von Tyrosin, sodann unter Zusatz verschiedener Mengen 
Tyrosins bestimmt wurde. Die gefundenen Werte sind auf 
100 ccm Serum berechnet, ebenso beziehen sich die zugesetzten 
Mengen ‘T'yrosin auf 100 ccm Blutserum, Das Blut wurde 
von den Patienten friih morgens niichtern entnommen, und 
moglichst rasch nach Absitzen entsprechender Serummengen 
verarbeitet. Es kamen 6-10 ccm Serum zur Verwendung. 

Wie die nachstehenden Zahlen zeigen, ergibt die angewandte 
Methode befriedigende Werte; ich habe mit derselben das 
Blutserum einer gréferen Zahl von Patienten untersucht, 
woriiber an anderer Stelle berichtet werden soll. 

Im Verlauf dieser Untersuchungen veranla8ten mich jedoch 
gewisse Umstiinde, die Methodik weiterhin zu modifizieren, und 
zwar aus folgendem Grunde. Arbeitet man nimlich mit der 
beschriebenen Vergleichslésung nach Ablauf der 3 Minuten 
Wartezeit nicht rasch genug, so beginnt sich die Lésung nach 
mehreren Minuten allmihlich zu triiben. Wenn auch die zu- 
nichst nur minimale Triibung die Colorimetrie nicht stért, so 
besteht doch mit zunehmender Wartezeit die Gefahr, daB die 
feinverteilten corpuskuliren Teile des gebildeten roten Kérpers 
zur Konglomerierung kommen und sich dadurch die Intensitit 
der Vergleichslésung vermindert. Das Phinomen der allmih- 
lich zunehmenden Triibung sieht man auch bei einer Anzahl 
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ge. Tabelle I. 
die oo ee 
re- Die Tyrosin Zusatz 
rte grat von Tyrosin} Berechneter | Gefundener 
de. aa, in mg sna pe 
ae has Miniete ae ecm} in mg 9%, in mg %/, 
|. ohne Zusatz es 
as ‘ : SS ee eee 
xls Serum E. 4,2 7 11,2 10,8 
- Pier 4,0 5 9 8,9 
mg » we 2,38 5 7,38 7,0 

» WwW. 4,9 3,2 8,1 7,67 

» - 3,1 4 7,1 6,1 
len . 3,5 2 5,5 5,02 
bei ~ & 3,5 3 6,5 6,26 
ne ~ » 2,1 2 4,1 4,0 
en is 2,1 3 5,1 4,88 

— 2,1 4 6,1 5,83 
vut Weer, 2,98 2 4,98 5,28 
en oe 2,98 4 6,98 7,44 
‘de . eek 3,2 2 5,2 5,3 
= , Dr L. 3,1 4 7,1 1,6 
en en 2,1 5,3 7,4 7,1 
» Mi. 3,4 2 5,4 5,5 

» Mi. 3,4 4 7,4 1,8 
Ite . 3,8 2 5,8 5,8 
as » Li 3,8 4 7,8 1,5 
ht, von Serumfiltraten, wenn sie der Millonschen Reaktion unter- 

worfen werden, und auch hier besteht die Gefahr der Ab- 

ch nahme der Farbenintensitaét. Bei weiterer Verdiinnung sowohl 
nd der Vergleichslésung wie der zu bestimmenden Fliissigkeit 
ler blieb die Triibung aus; dieses Vorgehen hatte jedoch den 
en Nachteil, daB der Farbton der Lésungen fiir den Gebrauch 
ch des Autenriethschen Colorimeters zu bla8 ausfiel und die 
u- Bestimmung dadurch sehr erschwert bzw. ungenau wurde. Ich 
SO verwendete deshalb anstatt des Autenriethschen Colorimeters, 
lie das von Wolf angegebene; hierbei geschieht der Vergleich 
1S durch Betrachtung in gleich tiefen Réhren und kann die groBe 
ait Verdiinnung der Farbfliissigkeit durch Erhéhung der Schicht 
h- ausgeglichen werden. Die Réohren, die ich benutzte, faBten 
hl 


15 ccm und zeigten eine entsprechende Millimetergraduierung. 
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Der Gang der Methodik wurde nun dahin abgeindert, dag 
1 ccm des enteiweiBten Serumfiltrates mit 3 com Wasser ver- 
diinnt wird, und hiervon 3 ccm mit 2 ccm Hg-Lésung in Re. 
aktion treten. Die Vergleichsléisung wurde genau denselben 
Bedingungen unterworfen wie die zu untersuchende Fiissig- 
keit, sowohl hinsichtlich der Tyrosinkonzentration als auch des 
Salz- und Sauregehaltes. Versuche an reinen Lésungen sollen 
zunichst die Richtigkeit des Vorgehens erliutern: 

Ahnlich wie bei der Verarbeitung des Serums wurden 
gleiche Teile Tyrosinlésung mit gleichen Teilen gesittigter 
Natriumsulfatlisung versetzt, dieses Gesamtvolumen auf einen 
2°/,igen Schwefelsiuregehalt gebracht und dann mit dem drei- 
fachen Volumen Wasser verdiinnt; von dieser verdiinnten Lésung 
wieder 8 ccm genommen und mit 2ccm der Hg-Lésung der 
Reaktion unterworfen. Dabei ist die Tyrosinkonzentration in 
den 8 ccm Lésung, die zur Millonschen Reaktion verwendet 
werden, zum Teil derartig gewahlt, daB sie der Farbintensitiit 
normaler Sera entsprach, zum Teil derartig variiert, daB sie 
die Reaktion normaler Sera beziiglich der Farbintensitit um 
das 6fache iibersteigt. Die Vergleichslésung ist analog her- 
gestellt wie die zu bestimmende Fliissigkeit; sie zeigt folgende 
Zusammensetzung: , 

Gleiche Teile Tyrosinlésung (2,5 cem einer Lésung 1:12 500) 
werden gemischt mit gleichen Teilen einer 35°/,igen Natrium- 
sulfatlésung (2,5 ccm) auf 2 °/,igen Schwefelsiuregehalt gebracht 
(0,1 ccm konzentrierte Schwefelsiure) und auf das 4 fache Vo- 
lumen (20 ccm) aufgefillt. Hiervon werden 9 ccm und 6 ccm 
Quecksilberreagens unter Hinzufiigung von 9 Tropfen der 
Natriumnitritlésung zur Reaktion verwendet. 1 ccm der Ver- 
gleichslésung enthilt demnach 0,0058 mg Tyrosin. 

Ein Beispiel soll das Vorgehen schildern: Von einer T'yro- 
sinlésung 1:12500 wurden genommen: 1,25 ccm (= 0,10 mg) 
+ 1,25 com Natriumsulfat 35°/,ig + 0,05 com Schwefelsiure 
+ 7,45 com Wasser, hiervon 3 ccm +2ccm Hg-Reagens + 
3 Tropfen Natriumnitrit (Gesamtvolumen 5,15). Nach Er- 
wirmen auf 95° entsprachen 5 ccm der der Millonschen 
Reaktion unterworfenen Mischung = 5,3 ccm Vergleichslésung 
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da8 5,3 Vergleichslésung entsprechen 5,3 - 0,0058 mg Tyrosin = 0,003074 mg. 

ver. Also enthalten 5,15cem ... . . . 0,031621 mg Tyrosin 

Re- Demnach 3 ccm der Tyrosinlésung . . 0,031621 mg 2 
0,0316 - 10 ; 

ben Demnach 10 ccm MEN RK 0,105 mg ‘ 

“a In 10 ccom Fliissigkeit wurden also gefunden 0,105 mg; ge- 

] " fordert sind 0,100. 

en 


Tabelle II. 


den Die folgende Reihe verschiedener Tyrosinkonzentrationen ergibt 
fernerhin die Richtigkeit des Verfahrens. 


‘ter | 

Von der Tyrosinlésung 0,04 g:500 wurden genommen: 

san 7 8 & § 

ww 0,5 eem + 1,25 Natriumsulfatlésung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 8,2 H,O, ‘ 

_ davon 3 ccm + 2Hg + 3 Tropfen NaNO, '/, °/yig. 3 

ee color, 5,0 — 2,2 Vergleichslésung gef. 0,043 mg, ber. 0,040. te 
er ss 
0,6 cem + 1,25 Natriumsulfatlésung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 8,1 H,0O, ee 
- davon 3 ccm + 2 Hg + 3 Tropfen NaNO, 7/2 °/oig. | oa 

det color. 5,05 — 2,6 Vergleichslisung gef. 0,05 mg, ber. 0,048. | 

tit 
; 0,7 cem + 1,25 Natriumsulfatlésung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 8,0 H,O, 

— davon 3 ccm + 2 Hg + 3 Tropfen NaNO, 1/,°/,ig. 

viol color. 5,0 — 2,9 Vergleichslésung gef. 0,056 mg, ber. 0,056. 

er- 

d 0,8 eem + 1,25 Natriumsulfatlésung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 7,9 H.O, 

sad davon 3 cem + 2 Hg + 3 Tropfen NaNO, '/, °/,ig. 

00) color. 5,1 — 3,45 Vergleichslésung gef. 0,069 mg, ber. 0,064. 
0,9 cem + 1,25 Natriumsulfatlésung 35°/,ig + 0,05 H,SO, + 7,8 H,O, if 
davon 8 ccm + 2 Hg + 3 Tropfen NaNO, 1/, °/, ig. i “aa 
ant color. 5,1 — 3,8 Vergleichslésung gef. 0,074 mg, ber. 0,072. Ef 
To , & 8 § & 2 

: 1,0 cem + 1,25 Natriumsulfatlésung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 7,7 H,0, a E. 
7" davon 3 cem + 2 Hg + 3 Tropfen NaNO, '/, °/,ig. ce ia 

color. 4,05 — 3,9 Vergleichslésung gef. 0,08 mg, ber. 0,08. a 
er | | 
1,25 eem + 1,25 Natriumsulfatlésung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 7,45 H,O, 
davon 3 ccm + 2 Hg + 3 Tropfen NaNO, */; °/oig. | 
ie color. 5,0 — 5,3 Vergleichslisung gef. 0,103 mg, ber. 0,10. = 
1 ; = 
- 1,5 cem + 0,25 Natriumsulfatlésung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 7,2 H,O, 
davon 3 cem + 2 Hg + 3 Tropfen NaNQ, '/, °/,ig. 
- color. 5,0 — 6,2 Vergleichslésung gef. 0,121 mg, ber. 0,12. 
- 1,8 com + 1,25 Natriumsulfatlésung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 6,9 H,O, 
cn davon 3 cem + 2 Hg + 3 Tropfen NaNO, ?/, °/,ig. 


color. 5,05 — 7,95 Vergleichslésung gef. 0,155 mg, ber. 0,144. 
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2,0 cem + 1,25 Natriumsulfatlisung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 6,7 H,0, 
davon 3 ccm + 2 Hg + 3 Tropfen NaNO, 1/, °/,ig. 


color. 5,05 — 8,6 Vergleichslésung gef. 0,166 mg, ber. 0,160. 
2,2 com + 1,25 Natriumsulfatlésung 35 °/,ig + 0,05 H,SO, + 6,2 H,0, 
davon 3 cem + 2 Hg + 3 Tropfen NaNO, '/, °/,ig. 
color. 5,0 — 10,3 Vergleichslésung gef. 0,20 mg, ber. 0,20. 


Ks folgen nun die Untersuchungen am Serum mit dem 
abgeinderten Verfahren, bei dem, wie schon erwihnt, 1 ccm 
des enteiweiBten Filtrates mit dem 3 fachen Volumen H,0O ver- 
diinnt wird. Auch hier gelangte das Serum mit und ohne 
Zusatz von Tyrosin zur Verarbeitung. Es beziehen sich die 
angegebenen Werte ebenfalls auf 100 ccm Serum. 


Tabelle III. 








Die Tyrosin TZusatz 
enthaltende von Tyrosin | Berechneter | Gefundener 
Fraktion in ; , ; 
me “1, in mg 1 deemnarinas Tyrosinwert 
im Serum | Pr 100 ccm] in mg °/, in mg °/, 
ohne Zusatz| Serum 
Serum B. 3,8 2 5,8 5,8 
. = 3,8 3 6,8 6,7 
5° ae 2,66 2 4,66 4,28 
.-, ae 2,66 3 5,66 5,78 
= 2.66 4 6,66 6,9 
2,1 2 4,1 4,4 
a 21 3 5,1 54 
a = 2,1 4 6,1 5,9 
, ih 3,8 2 5,8 6,2 
» 3,8 4 7,8 8,3 
” Dr. L. 3,5 2 5,5 5,6 
— 4,8 2 6,8 7,0 
— 9 5,3 4 9,3 9,3 














Die Zahlen ergeben somit, da das zugesetzte Tyrosin 
quantitativ wiedergefunden wird und zwar mit noch gréSerer 
Genauigkeit als mit dem ersten Verfahren. 

Ich habe nun vom gleichen Serum Bestimmungen nach 
der ersten und zweiten Methode durchgefiihrt. 
Tabelle mége die erhaltenen Werte wiedergeben. 


Die folgende 
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Tabelle IV. 
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; Neue Alte 
Methode in | Methode in 
mg mg Diagnose 
pro 100 cem| pro 100 cem 
Serum Serum 
n —_— — = — Sa NNER aS A SE TREE Se ayn ra 
1, Serum Ba. 4,9 3,5 Tuberkulose des Rippen- und 
a Bauchfells 
sa 2. ,, Neu. $ 2,04 Gastroptose 1 
e 3. ,  Schm. Jak. 3,3 2,2 Hyperaciditiit | 
e & ~~ ee 4,05 3,02 Hy peraciditiat 
gS Ro. 3,9 3,1 Bauchtuberkulose 
kt « 3,1 2,1 Nervése Magenbeschwerden 
t. « ae 2,4 2,05 Fragliche Cholecystitis 
A , 4,0 3,0 Ikterus catarrhalis 
7 9, ,,  Sechno. 2,7 2,2 Lungentuberkulose, Nephrose 
—. 5,1 3,9 Lungenabsze8 Coxitis | 
: 4 3,06 2,7 Myodegeneratio cordis 
t 12. ,, Be. 2,9 2,6 Verdacht auf Darmtuberkulose | 
a... a 3,06 3,09 Typhus 
. ..° oe 4,8 3,8 int a 
= 15. » Be. 3,8 3,5 oa 
fie. , D. 2,1 2,1 ite 
1". , Li. 3.8 2,08 si 
n. , Dork $.5 8,2 Nephrosclerose 
0 4, oe 3,16 2,1 Apoplexie i 
2. ., M. 3,5 8,25 — 
x » = 9,1 7,1 Akute gelbe Leberatrophie 
Aus dieser Tabelle geht deutlich hervor, daB die Werte, 
die mit der Methode der gréSeren Verdiinnung arbeiten i 
héher liegen, als diejenigen, die bei konzentriertem Milieu ) 
erhalten sind. 
Ks fragt sich nun, worauf diese Unterschiede beruhen. 
n Von der Erwigung ausgehend, da es der hohe Salzgehalt ist 
r der stérend wirkt etwa in dem Sinne, das durch denselben die 
Dispersion der gefarbten Teilchen eingeengt wird, stellte ich 
h vergleichende Bestimmungen mit salzfreien und salzhaltigen 
e Tyrosinlésungen an. Der Vergleich wurde mit dem Auten- 


riethschen Colorimeter durchgefiihrt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVII. 
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Tabelle V. 
(Ohne Salz.) 


Von der Tyrosinlésung 1:12500 wurden genommen: 


1,2 ccm + 1,8H,O + 2Hg color. 22 = 0,098 mg gef. 0,096 ber. 
10 , +20 , +2,, » 33 = 0,0835 ,, »» 0,080 ” 
0,9 , +21 , +2,, » 39 = 0,076 ,, », 0,072 _,, 
08 , +2,2 , +2,, » 44/45 = 0,068 ” » 0,064 ,, 
0,7 5 +23 , +2,, » Ol = 0,060 _,, » 0,056 ,, 
OS , *34 , +3, » 97/58 = 0,051 9 » 0,048 ,, 
05 , +25 , +2,, » 64 = 0,043 ,, » 9,040 _,, 
Tabelle VI. 
(Mit Salz.) 


Von der Tyrosinlésung 1:12500 wurden genommen: 

1,5 ecm + 1,25 Natr.-sulf.-Lsg. 35°/,ig + 0,05 H,SO, + 0,2 H,O + 2 Hg 
color. 26 = 0,093 mg gef. 0,12 ber. 

1,25 ecm + 1,25 Natr.-sulf.-Lsg. 35°/,ig + 0,05 H,SO, + 0,45 H,O + 2 Hg 
color. 88 = 0,077 mg gef. 0,10 ber. 

1,0 cem + 1,25 Natr.-sulf.-Lsg. 35°/,ig + 0,05 H,SO, + 0,7 H,O + 2 Hg 
color. 55 = 0,055 mg gef. 0,08 ber. 

0,9 cem + 1,25 Natr.-sulf.-Lsg. 35°/,ig + 0,05 H,SO, + 0,8 H,O + 2 Hg 
color. 58 = 0,051 mg gef. 0,072 ber. 


Der Vergleich beider Tabellen zeigt deutlich, daB der er- 
héhte Salzgehalt die Farbekraft beeinfluBt (Tabelle VI), und, 
daB die niederen Werte der zuerst im Blutserum angewandten 
Bestimmungsmethode auf den zu hohen Natriumsulfatgehalt 
der Lésung zuriickzufiihren sind. Andernteils ergibt die 
Tabelle V, und ich habe dieses Resultat in zahlreichen Nach- 
untersuchungen immer wieder gefunden, da in einer Tyrosin- 
konzentration 1:25000 im Gegensatz zur WeiBschen An- 
schauung, der eine Verdiinnung 1:50000 fordert, die an- 
gewandten Reagensmengen vollkommen ausreichend sind fiir 
den quantitativen Ablauf der Reaktion. 


DaB andernteils in der Verdiinnung 1:4 wie sie auf das 
Serumfiltrat bei der zweiten Bestimmungsmethode angewandt 
wurde, der Salzgehalt auf die Intensitit der Farbkraft keinerlei 
Einflu8 mehr hat, wird durch nachfolgende Versuchsreihe be- 
wiesen (Tabelle VII); hier wurden rein wiBrige Tyrosin- 
lésungen gegen die Vergleichsléisung wie sie am Wolfschen 
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Colorimeter Verwendung findet, die wie beschrieben salzhaltig 
ist, colorimetriert. Es lieBen sich genau dieselben geforderten 
Zahlenwerte wiederfinden wie bei verdiinnten salzhaltigen 
Tyrosinlésungen. Kin Vergleich der Tabelle VII mit der 
Tabelle II laBt das deutlich erkennen. Der Salzgehalt stért 
die Reaktion also erst von einer bestimmten Konzentration ab. 


Tabelle VII. 


2cem + 8,0 H,O davon 3 cem + 2 Hg-Lsg. color. 4,0—6,6 vergl. Lésung 
= 0,166 mg gef. 0,16 ber. 

1,5eem + 8,5 H,O davon 3 cem + 2 Hg-Lsg. color. 4,4—5,3 vergl. Lésung 
= 0,121 mg gef. 0,12 ber. 

1,2ccm + 8,8H,O davon 3 ccm + 2 Hg-Lsg. color. 5,0—4,8 vergl. Lésung 
= 0,0955 mg gef. 0,096 ber. 

1,0 ccm + 9,0 H,O davon 3eem + 2 Hg-Lsg. color. 4,95—4,3 vergl. Lésung 
= 0,086 mg gef. 0,08 ber. 

0,9 ccm + 9,1 H,O davon 3 ccm + 2 Hg-Lsg. color. 5,1—3,7 vergl. Lésung 
= 0,074 mg gef. 0,072 ber. 

0,8cem + 9,2 H,O davon 3cecm + 2 Hg-Lsg. color. 5,05—3,3 vergl. Lésung 
= 0,066 mg gef. 0,064 ber. 


Die mit der Methode der gréBeren Verdiinnung des Blut- 
filtrats erhaltenen Zahlen sind demnach die absoluten Werte 
der quantitativen Millonschen Reaktion. 































Vergleichende colorimetrische Studien mit Hilfe des Phenol- 
reagens von Folin und Denis und mit Hilfe der Millon- 
schen Probe in der Modifikation nach WeiB. 


Von 


Georg Haas und Willy Trautmann. 





(Aus der medizinischen Univ.-Klinik Giefien [Dir.: Prof. Voit].) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1922.) 


K. Herzfeld und R. Klinger?) haben eine Methode be- 
schrieben, nach der es mit Hilfe des von O. Folin und 
W. Denis angegebenen Phenolreagens méglich sei, eine quan- 
titative Bestimmung von Tyrosin neben einer solchen von 
Harnsiure durchzufiihren. Es ist heute hinreichend bekannt, 
daB mit dem Phenolreagens nicht nur die den Phenolen 
chemisch nahestehenden Substanzen, wie aromatische Oxy- 
siuren, Tyrosin usw. reagieren, sondern auch andere Kérper 
mit reduzierenden Eigenschaften, unter denen namentlich die 
Harnsiure als physiologisch wichtiges Stoffwechselprodukt zu 
nennen ist. Die Angabe von Herzfeld und Klinger, dab 
es ihnen gegliickt ist, im Blute Tyrosin neben Harnsiure 
nachzuweisen, ist deshalb von hohem Werte, besonders vom 
Standpunkt der Stoffwechselpathologie aus, als uns mit dem 
Verfahren von Herzfeld und Klinger ein Weg gewiesen 
wire, in Fallen fraglicher schwerer Leberschidigungen den 
Tyrosinblutspiegel zu kontrollieren. K6énnte doch eventuell aus 
dessen Erhéhung vorzeitig, d. h. friiher, als es bisher mit Hilfe 
des Tyrosinnachweises im Harn méglich ist, der ernste Cha- 
rakter der Lebererkrankung erkannt werden. Bei der viel- 
seitigen Reaktionsfahigkeit des Phenolreagens auf reduzierende 


1) E. Herzfeld u. R. Klinger, Biochem. Zs. Bd. 88, 8. 283 (1918). 
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Substanzen erscheint es aber fraglich, ob die nach Zerstérung 
der Harnséiure und Entfernung der Phenole und aromatischen 
Oxysiuren im Blutfiltrat erhaltenen Zahlen im groBen ganzen 
auf Tyrosin zu beziehen sind, da in einem so komplizierten 
Gemenge, wie es das Serumfiltrat darstellt, die Kinwirkung 
zunichst noch unbekannter Faktoren nicht auszuschlieBen ist. 





I Es erschien deshalb dringend wiinschenswert, die Resultate, 

‘ die mit dem Phenolreagens im enteiweiBten Serumfiltrat nach 
Entfernung der Phenolderivate und nach Zerstérung der Harn- | 
siure erhalten werden, mit den Ergebnissen einer Methode zu j 
vergleichen, die nach einem ganz anderen Prinzip arbeitet, | 
niimlich mit der Millonschen Reaktion. Wie der eine?) von 
uns zeigte, gelingt es, die Millonsche Probe in der WeiBschen : 
Modifikation auf das enteiweibte Serumfiltrat anzuwenden und - 
den quantitativen Ablauf der Reaktion zu bestimmen. Dabei » 

- ergab sich die Méglichkeit, die mit der Millonschen Probe 

id reagierenden Kérper des enteiweiSten Blutserums in einzelne 

ne Fraktionen abzutrennen und einen Anteil zu erhalten, der das 

mn Tyrosin moglichst isoliert enthilt, d.h. der frei ist von allen 

it, itherléslichen Kérpern (aromatischen Oxysiuren, Phenolen und 

- Kresolen) und denjenigen wasserléslichen Substanzen, die der 

y- Einwirkung des Autoklaven bei 105° in schwefelsaurer Lésung 

oF nicht widerstehen. 

ie & Mit diesem das Tyrosin enthaltenden Anteil des Serum- 

- filtrats wurden vergleichende colorimetrische Untersuchungen 

ab durchgefiihrt, um die mit dem Phenolreagens gewonnenen 

re Zahlen mit denen der Millonschen Reaktion zu vergleichen. 

a Beziiglich des Phenolreagens von Folin und Denis stellten 

mn wir zunichst Versuche an reinen Tyrosinlésungen an, um aus 

a eigener Anschauung die Leistungsfihigkeit dieser Methode 

em kennen zu lernen. Das Phenolreagens wurde nach den An- 

gaben von Folin und Denis?) folgendermaBen hergestellt: 

ite 100 g wolframsaures Natrium, 20 g Phosphormolybdansiure, 

a 50 com 85°/, ige Phosphorsiure und 750 com H,O wurden 

st *) Vgl. vorhergehende Arbeit. 


*) O. Folin u. W. Denis, Jl. of Biol. Chem. Bd. 12, S. 289 u. 245 
(1912). 
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2—3 Stunden am RiickfluBkihler gekocht und nach dem Ab.- 
kiihlen mit Wasser auf 1000 ccm aufgefiillt. 

Die Colorimetrie wurde mit dem Authenriethschen 
Colorimeter durchgefiihrt; die Vergleichslésung war derartig 
hergestellt, daB von einer Tyrosinlésung 0,1 g:100 1 ccm ge- 
nommen, etwa 5 Minuten mit 10 ccm Phenolreagens geschiittelt 
und nach Zusatz von 30 ccm gesittigter Sodalésung auf 100 ccm 
mit H,O aufgefillt wurde. Nach 16 Stunden Stehen war sie 
gebrauchsfahig. 

Um die Verhiltnisse méglichst so zu gestalten, wie wir 
sie entsprechend den Erfahrungen mit der Millonschen Re- 
aktion im Blutserum finden, wurden Tyrosinlésungen unter- 
sucht, die pro 100 ccm Fliissigkeit in ihrem Gehalt von 2,5 
bis 15 mg wechselten. Von diesen verschieden konzentrierten 
Lésungen wurde je 1 ccm herausgenommen, unter Umschiitteln 
mit 1 ccm Phenolreagens versetzt und nach Hinzufiigen von 
3 ccm konzentrierter Sodalésung auf 10 ccm aufgefiillt. Nach 
16 Stunden wurde die aufgetretene Farbung gegen die Ver- 
gleichslésung colorimetriert. 

Folgende Tabelle I zeigt die mit Hilfe des Phenolreagens 
erhaltenen Werte. 











Tabelle I. 

In 1 ccm Lésung sind Wiedergefunden wurden mg Tyrosin 

mg Tyrosin enthalten 
0,025 0,020 | 0,032 | 0,025 | 0,033 | 0,032 | 0,025 | 0,033 
0,031 — | — /oo3s1} —}| —}| —] — 
0,032 —|—|—| — joes; —| — 
0,039 NS wD ek Sed eT ee 2 
0,041 aoe ee 
0,043 we | Daa OE ee eee ee 
0,050 0,050 | 0,052 | 0,048 | 0,055 | 0,050 | 0,048 | 0,052 
0,060 0,064 | 0,067 | 0,060 | 0,065 | 0,065 | 0,061 | 0,062 
0,075 0,075 | 0,070 | 0,077 | 0,070 | 0,080 | 0,075 | 0,077 
0,090 —~ RON | ae fae Te Pe 
0,099 0,099 — | — |0,109} — |0,001) — 
0,100 — |0,100}0,100; — | —!}! —]|] — 
0,125 — | —]|] — {0,119} — | — |0,187 
0,150 0,160 / 0,150} — | 0,142 | 0,160 | 0,161 | 0,147 























n,n | 


































Vergleichende colorimetrische Studien mit Hilfe des Phenolreagens. 55 





Wir sehen also, da8 in jenem von uns angewandten Kon- 
zentrationsbereich Farbungsintensitit und Konzentration inner- 
halb einer gewissen Fehlergrenze (bis zu 20°/, maximal) parallel 
gehen und somit diesbeziiglich der Verwendbarkeit der Reaktion 
im Blutserum nichts im Wege steht. 

Wir haben weiterhin in verschiedenen Verdiinnungen mit 
dem Phenol- und mit dem Millonschen Reagens in der WeiB- 
, schen Abinderung vergleichend colorimetriert. Es wurden in 
den beiden Vergleichsproben gleiche Mengen von wechselndem 
Tyrosingehalt genommen, in der einen Probe mit 1 ccm Phenol- 
reagens und 3 ccm konzentrierter Sodalésung versetzt und auf 
10 com mit H,O aufgefiillt, in der anderen Probe (Millon) 
zunichst auf 3 ccm aufgefiillt, 2 com Quecksilberreagens unter 
Beifiigung von 3 Tropfen Natriumnitritlésung zugesetzt und 
durch Erhitzen zur Reaktion gebracht. 

Nachstehende T'abelle II zeigt die erhaltenen Werte. 


= 
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Tabelle II. 

















Von einer Tyrosinlésung 0,04 : 500 Wiedergefunden wurden nach 
wurden zur Reaktion gebracht | Millo i” ¥ WaltnuTieate 
1,2 com = 0,096 mg 0,098 mg 0,105 mg 
i 1,0 ,, = 0,080 ,, - 0,083 ,, 0,086 ,, 
0,9 ,, = 0,072 ,, 0,076 ,, 0,075 ,, 
0,8 ,, = 0,064 ,, 0,068. ,, 0,068 ,, 
0,7 . = 0,056 ,, 0,060. ,, 0,060 ,, 
0,6 ,, = 0,048 ,, 0,051 ,, 0,051 ,, 
0,5 ,, = 0,040 ,, 0,043 ,, 0,043 ,, 
0,4 , = 0,082 ,, 0,033 ,, 0,036 ,, 
0,3 ,, = 0,024 ,, 0,026 ,, 0,028 ,, 








Somit besteht also zwischen beiden Reaktionen gute Uber- 
einstimmung. 

Wenden wir uns nun den Untersuchungen am Serum zu. 
Hier geschah die Abtrennung der aromatischen Oxysiéuren, der 
Phenole und Kresole und derjenigen Substanzen, die der Kinwir- 
kung des Autoklaven in schwefelsaurer Lisung bei 105° nicht 
widerstehen, in derselben Weise, wie es der eine von uns bei der 
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Anstellung der quantitativen Millonschen Reaktion beschrieben 
hat. Von technischen Einzelheiten sei hier nur folgendes kurz 
erwahnt: Zum Zwecke der EnteiweiBung wurden 10 ccm Serum 


mit den gleichen Mengen gesittigter Natriumsulfatlésung unter - 


Zugabe von 15—20 Tropfen 5°/, iger Essigsiurelésung versetzt 
und im Wasserbad am Steigrohr 1/, Stunde erhitzt, sodann 
filtriert; 5 ccm Filtrat auf 2°/, igen Schwefelsiuregehalt ge- 
bracht, 50 Minuten im Autoklaven bei 105° erhitzt und nach 
Abkiihlung das Volumen bestimmt, sodann so lange entithert, 
bis der Ather von Substanzen frei war, die auf die Millon- 
sche Probe reagieren. Zur Reaktion mit dem Phenolreagens 
wurden 0,5 ccm des entitherten Serumfiltrats mit 1 com Phenol- 
reagens und 3 ccm konzentrierter Sodalésung versetzt, auf 
10 ccm aufgefiillt und nach 16 Stunden colorimetriert. 

Die folgende Tabelle III gibt die mit dem Phenolreagens 
gefundenen Werte im Blutserum wieder, das zuniachst ohne 
Zusatz, sodann mit Zusatz bestimmter Tyrosinmengen unter- 
sucht wurde. 


Tabelle IIL. 

















ret _— pre Zusate v. Ty- i 
pro 10 cem Serum. | TOS!2 in mg stele 
tn Slams chee Ce Berechn. | Gefund. 
Zusatz Serum Wert in mg 
Serum Go. 10,5 20,0 80,5 | 29,0 
,» Rei. 20,9 30,0 50.9 | 52,0 
» Mu. 15,4 40,0 55,4 | 55,0 
~ a 15,0 40,0 55,0 | 55,0 
» Go. 14,4 10,0 244 | 24.6 
» Wei. 14,0 4,0 2) | - 
i‘ J 10,5 10,0 20,55 | 20,0 











Die dem Serum zugesetzten Trypsinmengen werden also 
mit Hilfe des Phenolreagens in der beschriebenen Fraktion 
des Serums quantitativ wiedergefunden. 

In der Anwendung auf die beschriebene Serumfraktion 
fanden wir durch vergleichende Bestimmungen mit dem Phenol- 
reagens und der Millonschen Probe bei verschiedenen Pa- 














gestellt sind. 


Tabelle IV. 


tienten stark differierende Werte, die in Tabelle IV zusammen- 
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nach 
Folin-Denis 

i. Serum Wo. 9,2 
: . —_— 13,7 
i » 11,7 
4, ,, Se. 18,5 
5. yy |= Wa. 19,3 
‘:. » Se 21,1 
1. | nn 13,0 
8. . Sem. 19,0 
9% 4 Gr. 17,6 
10, . La. 22,9 
in ~ Se 20,1 
ny. ~~. 23,1 
a , me 13,7 
14. 10,2 
b.. , 2 9,1 
16. 4, Bé. 30,0 
x , > oe 15,4 
ae 22,2 
9. , Gm 19,1 
20. 4, Sie. 16,8 
Zi. oF Fo. 14,1 
3. ~~ 2 33,8 
23. 4, Gru. 10,0 
24. ,, Sem. 16,6 
25. 4, Go. 16,4 








nach 
Millon 


2,8 
2,9 
2,4 
3,8 
4,4 
3,2 
2.6 
3,8 
9,1 
4,8 
4,2 
8,5 
2,9 
2,2 
4,2 
4,2 
4,2 
5,0 


5,4 
5,6 
3,2 
5,6 
3,8 
3,2 


3,9 





ry e . . . 1) 
Tyrosiuwert in mg-°/, 


Hysterie. 
Prostatahypertrophie. 
Neurasthenie, 

Erysipel bei Lues II. 
Stauungsleber und -milz. 
Lungentumor. 

Icterus catarrhalis. 
Pneumonie. 

Akute gelbe Leberatrophie. 
Leber- und Magenkarzinom. 
Meningitis. 

Endocarditis. 

Glom. Nephritis. 
Lungentuberkulose. 
Pleuritis. 

Lebertumor. 

Diabetes. 


Empyem bei einer Lungen- 
tuberkulose. 


Chron. Glom. Nephritis. 
Pneumonie. 
Neurasthenie. 
Leukimie, Milzruptur. 
Nierensklerose. 
Pneumonie. 

Malign. Lungentumor. 


Kin Blick auf die vorangehenden Zahlen zeigt ohne wei- 
teres, daB die Werte beider Reaktionen auB8erordentlich stark 
und ohne GesetzmiBigkeit voneinander abweichen, und daB die 
mit dem Phenolreagens erhaltenen Zahlen ein Vielfaches gegen- 
iiber den Werten der Millonschen Reaktion betragen. Dieses 
auBerordentlich groBe Abweichen der erhaltenen Zahlen von- 


einander findet offenbar seine Erklirung in der schon er- 
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wihnten vielseitigen Reaktionsfahigkeit des Phenolreagens: 
selbst die von den Phenolen und deren Derivaten befreite 
Serumfraktion stellt immer noch ein derartig reichhaltiges Ge. 
misch von Substanzen, die auf das Phenolreagens ansprechen, 
dar, daB eine diagnostische Verwendbarkeit des letzteren auf 
das Serum, wie die vorhergehenden Serumanalysen zeigen, 
wenigstens in der durchgefiihrten Form nicht in Frage kommt. 
Besonders instruktiv in dieser Beziehung scheint uns der 
Fall 9 Gr. zu sein, bei dem es sich um eine akute gelbe 
Leberatrophie handelt und auf den wir besonders hinweisen 
méchten. Wihrend der mit der Millonschen Reaktion ge. 
wonnene Wert von 9,1 mg-°/, den weitaus héchsten von unseren 
zablreichen Analysen darstellt, bietet der zugehorige ,,Phenol- 
reagenzwert“ von 17,6 mg-°/, nichts Besonderes und hilt sich 
vollkommen im Rahmen der Werte, wie wir sie auch bei 
anderen Individuen, bei Gesunden wie Kranken finden. 

Bei der Art des Vorgehens, wie wir das Phenolreagens 
von Folin und Denis auf das Serum angewandt haben, ist 
allerdings zu bedenken, daf hierbei auch die Harnsiiure mit- 
bestimmt wird. Wir versuchten deshalb diese nach dem Ver- 
fahren von Herzfeld und Klinger zu zerstéren und erhofften 
aus dem Vorgehen der oxydativen Zerstérung um so gréBeren 
Erfolg, als durch sie nicht nur die Harnsaure betroffen wird, 
sondern mit allergré8ter Wahrscheinlichkeit eine ganze Reihe 
anderer stérender Substanzen des Serumfiltrates. Nach der 
Angabe von Herzfeld und Klinger’) wird 1 ccm der zu 
priifenden Lésung mit 0,5 ccm 33°/,iger Natronlauge und 
3 Tropfen einer 3°/, igen Wasserstoffsuperoxydlésung einige 
Minuten gekocht, wobei die etwa vorhandene Harnsiure voll- 
stindig zerstért wird, hingegen Tyrosin unveriindert bleiben soll. 

Wir haben das Verfahren von Herzfeld und Klinger 
an reinen Harnsiiuren- und Tyrosinlésungen einer Nachpriifung 
unterzogen. Die erste Tatsache, daB Harnsiure zerstért wird, 
kénnen wir bestiatigen, nicht aber die Angabe, daB Tyrosin 
unverindert bleibt. Als Beweis hierfiir mégen folgende Ver- 
suche dienen: 





') E. Herzfeld u. R. Klinger, Biochem, Zs. Bd. 88, S. 283 (1918). 
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Von einer Tyrosinlésung 0,04 ¢:500 wurden je 1,2 ccm 
= 0,096 mg Tyrosin mit 1 ccm Phenolreagens geschiittelt, 
3 ccm gesittigter Sodalésung zugegeben und auf 10 ccm auf- 
gefiillt; die nach 16 Stunden vorgenommene Colorimetrie ergab 
einen Wert von 0,104 mg. 

Wurden hingegen 1,2 ccm Tyrosinlésung nach dem Ver- 
fahren von Herzfeld und Klinger unter Zufiigen von 0,5 ccm 
33°/,iger Natronlauge und 3 Tropfen einer 3°/, igen Wasser- 
stofisuperoxydlésung einige Minuten gekocht und sodann nach 
tropfenweisem Hinzufiigen von 1 ccm Eisessig der Reaktion 
unterworfen, so waren in verschiedenen Versuchen die gefundenen 
Zahlen 0,065 mg; 0,049 mg; 0,050 mg. 

Kin weiteres Beispiel: Von einer Tyrosinlésung 0,04 g: 500 


' wurden 0,6 com = 0,051 mg mit 1 ccm Phenolreagens versetzt 
' +3 ccm gesiittigter Sodalésung und auf 10 ccm aufgefiillt. 


Gefundener Wert nach 16 Stunden Stehen 0,057 mg; geforderter 
Wert 0,051 mg. 

Wurden dieselben Mengen ‘T'yrosinlésung (0,6 ccm) zunichst 
dem Harnsiurezerstérungsverfahren unterworfen und sodann 
unter Auffiillen auf Volumen 10 ccm 16 Stunden der Folin- 
Denisschen Reaktion ausgesetzt, so betrug der gefundene Wert 
0,032 mg. 

Ferner: 1 ccm einer Tyrosinlésung (0,080 mg) wurde unter 


‘ den beschriebenen Zusitzen gekocht: 


1 Minute lang, gefundener Wert: 0,050 mg. 


4 Minuten ,, , ‘“ » 0,046 mg. 
10 ”? ” ? ” ”? 0,033 mg. 
15 ” ” 9 ” » 0,010 mg. 


Also auch hier mit zunehmender Kochdauer eine Abnahme 


} des T'yrosingehaltes. 


Der Sicherheit halber haben wir die mit Hilfe des Phenol- 
reagens gemachte Beobachtung, daB Tyrosin, mit 33°/, iger 
NaOH und wenigen Tropfen 3°/,iger H,O,-Lisung erhitzt, 
zerstért wird (wenn auch nur teilweise und nicht so rasch wie 
die Harnséure) mit der Millonschen Reaktion nachgepriift. 
Auch hierbei war nach einer solchen Behandlung der Tyrosin- 
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lésung eine deutliche Abnahme der Farbintensitit nach. 
zuweisen. 

Weitere Versuche, bei denen von einer zahlenmiiBigen 
Colorimetrie Abstand genommen wurde, da die Abnahme dey 
Blaufirbung schon ohne weiteres sichtbar war, ergaben stets 
dasselbe Resultat, daB auch Tyrosin, wenn es mit 33°/, iger 
NaOH unter Zusatz von wenigen Tropfen 3°/, iger H,O,-Lisung 
gekocht wird, einer teilweisen Verinderung unterliegt. 

Wir kénnen somit die von Herzfeld und Klinger ge. 
machte Angabe, da Tyrosin, wenn man es mit 33°/) ive: 
NaOH und wenigen T'ropfen 3°/, iger H,O,-Lésung kocht, wu. 
verandert bleibt, nicht bestitigen und miissen demnach dic 
von den beiden Autoren darauf aufgebaute Methode der Be. 
stimmung von Harnsiiure neben Tyrosin als nicht gangbar ab- 
lehnen. 

Aber selbst angenommen, es geliinge eine Zerstérung der 
Harnséiure unbeschadet des Tyrosins, so liegen die Werte, die 
mit dem Phenolreagens im Serumfiltrat gewonnen wurden, 
nach Abzug der Harnsiure noch immer zu hoch, als dab 
sie nur entfernt mit Tyrosinstoffwechsel allein in Zusammen- 
hang gebracht werden kénnten. Wenn auch eine sehr schwache 
Kinwirkung von Traubenzucker, Acetaldehyd, Allantoin usw. 
in den Mengen, wie diese Substanzen im Blute vorkommen, 
einzeln gepriift keineswegs die intensive Blaufirbung der 
Reaktion des Serums erkliren lassen, so stellt eben das Serum- 
filtrat, in der Weise, wie es bearbeitet wurde, immer noch eine 
Summe vieler reaktionsfahiger Substanzen, zum gréBten Teil 
unbekannter Herkunft dar, die bei den einzelnen Individuen 
je nach dem ErkrankungsprozeB und vielleicht auch in Zu- 
sammenhang mit der Ernahrung in ihrer relativen Menge un- 
iibersehbar variieren kénnen. Aus diesem Grunde ist das 
Phenolreagens von Folin und Denis nicht geeignet, in all 
den Krankheitsfillen, wo mit einem anormalen intermediiren 
Tyrosinstoffwechsel gerechnet werden muf, in der Blutanalyse 
eine aufklirende Rolle zu spielen. 

Auch eine weitere Reinigung des Serums von stérenden 
Substanzen, wie z. B. durch Fallung mit Trichloressigsiure. 
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vermag die Fehlerquellen nur teilweise zu beseitigen; ver- 
diinnten wir z.B. Serum mit gleichen Mengen Wasser und 
fillten mit derselben Menge 20°/, iger Trichloressigsiure, so 
erhielten wir nach Entitherung des Filtrates die in der 
nichsten Tabelle V zusammengestellten Werte, die wir in Ver- 


I. cleich mit den Zahlen setzten, die durch EnteiweiBung mit 


Natriumsulfat gewonnen: waren. 


Tabelle V. 








Tyrosinwert in mg-°/, 





nach 
Folin- Denis: nach Millon: 
EnteiweiBung | EnteiweiBung mit 
mit Natrium- | Trichloressigsiure 
sulfatiédsung 











Serum He. 9,5 60 | 2,9 — 
» oe 8,8 8,0 | 4,1 Endocarditis 
a 11,8 63 | 4,5 Gastrogene Diarrhéen 
~ we 12,1 165 | 8) Leukimie 
St. 11,1 7,2 | 4,0  |Erysipel 


Wir sehen also, da& zwar eine geringe Abnahme der 
Phenolreagenzzahlen bei EnteiweiBung mit Trichloressigsiure 
zutage tritt, da& aber die Werte im Vergleich zu den Millon- 
schen Zahlen noch immer zu hoch sind. 


Wihrend wir noch mit den vorliegenden Versuchen be- 
schiftigt waren, erschien eine Arbeit von O. Firth und 
W. Fleischmann}?), die sich mit der Ermittlung des Tyrosin- 
gehaltes von Proteinen befaBte. Die beiden Autoren machten 
es sich zur Aufgabe, die bisher vorliegenden, auf gravimetrischem 
Wege erhaltenen Resultate durch andere Méglichkeiten der 
Tyrosinbestimmung nachzukontrollieren, um somit ,,zu einem 
annihernd richtigen Urteil tiber den wahren Tyrosingehalt der 
Proteine zu gelangen“. AuBer dem Folinschen Reagens zogen 





1) Otto Firth u. Walter Fleischmann, Biochem, Zs. Bd. 127, 
S. 137 (1922), 
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sie zur Liésung ihrer Frage das zuerst von amerikanischep 
Forschern angewandte Bromadditionsverfahren des 'T'yrosins 
heran, auBerdem die Millonsche Reaktion in der Abiinderung 
von Wei und endlich das Diazotierungsvermiégen des Tyrosins, 
welches unter den KiweiBbausteinen sonst nur noch dem Histidiy 
zukommen soll. Bei Durchsicht der Arbeit der Wiener For. 
scher fiel uns nun auf, daB dieselben mit HCl hydrolysierten, 
also auch die Millonsche Reaktion in salzsaurem Milieu yor 
sich gehen lassen muBten. Nach der Erfahrung des einen yon 
uns hemmt jedoch die Anwesenheit von HCl in schon relatiy 
diinner Konzentration den Ablauf der Millonschen Reaktion 
oder hebt denselben ganz und gar auf. Es erschien uns 
deshalb von Interesse, erstens der Frage nachzugehen, wieso 
O. Firth und W. Fleischmann zu einem positiven Ergebnis 
gekommen sind, zweitens die Resultate, die von den beiden 
_ Autoren bei Anwesenheit von HCl gewonneu wurden, mit 
denen zu vergleichen, die in schwefelsaurer Liésung erhalten 
werden. 

Die erste Frage versuchten wir an reinen Tyrosinlésungen, 
die wechselnde HCl-Konzentration enthielten, zu kliren. Leider 
liegen bei der colorimetrischen Reaktion nach WeiB durch 
O. Firth und W. Fleischmann keine bestimmte Angaben 
vor, mit wieviel Kubikzentimeter 20°/,iger HCl hydrolysiert 
wurde. Nehmen wir an, daf auch hier 25 ccm (wie bei der 
Folin-Denisschen und bei der Diazoreaktion) Verwendung 
fanden und das Hydrolysat auf 100 ccm aufgefillt wurde 
(,.ésung A“), so findet, auf reine Tyrosinlésungen iibertragen, 
in der Verdiinnung A/10, verglichen mit einer Tyrosinlésung 
von analoger Verdiinnung ohne HCl-Zusatz, beziiglich des 
Tyrosingehaltes eine deutliche Hemmung der Reaktion statt. 
Bei den Verdiinnungen A/15 und A/20 verlief die Reaktion 
quantitativ. Offenbar arbeiteten die beiden Wiener Forscher 
mit einer Konzentration, deren HCl-Gehalt unter 0,33°/, war. 
Wurden von uns zur Hydrolyse 50 ccm anstatt 25 ccm Hl 
genommen und auf 100 ccm aufgefillt, so trat bei Ver- 
diinnung 1:10 tberhaupt keine Millonsche Reaktion. in Er- 
scheinung. Demnach ergibt sich folgendes Resultat: 
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Tyrosinlésungen von 1°/,igem HCl-Gehalt geben keine, 
solche von 0,5°/,igem HCl-Gehalt eine abgeschwichte 

































rung Millonsche Reaktion, und Tyrosinlésungen yon einem HCl- 
Sins, Gehalt von 0,33°/, und darunter lassen die Reaktion quan- 
‘din titativ ablaufen. 

For. Es erscheint uns wichtig, auf diesen hemmenden EinfluB 
rten, der Salzsiure hinzuweisen, da sonst grobe Analysenfehler bei 
vor der Millonschen Reaktion unterlaufen kénnen. In schwefel- 
vou saurer Lésung hingegen geht die Reaktion unabhiangig von der 
lativ [* Konzentration vor sich. 

tion Wir geben nun die Resultate wieder, die wir nach Hy- 
uns JF drolyse der verschiedenen Proteine mit 20°/, iger Schwefelsiure 
1es0 auf Grund der Millonschen Reaktion gefunden haben. 

bnis 

iden Tabelle VI. 








it. —— 




















Iter Tyrosingehalt in Prozenten 
) l 
Millonsche Reak-| Verfahren mit Hilfe des Brom- 

es tion nach Wei8 Phenolreagens additions- 
Ben, -— anien esis verfahren, 
ider ausge- | | ausge- | ausge- 
rch fiihrt von| eigene | 2US¢e- | fiihrt von) eigene |fiihrt von 

; Fiirth u.| Bestim- fiihrt von | Firth u.| Bestim-|Firth u. 
ben Fleisch-|mungen} Folin |Pjeisch-|mungen|Fleisch- 
lert mann | | mann mann 
der Casein . .| 35 | 5,6 6,5 6,5 6,0 5,3 
ung 6,2 | 3,2 
rde es | 4,7 
vin Fibrin. . 4,0 6,0 — 7,5 7,2 4,7 
jit 8,5 
ung I : 

4zegumin ss, 3,9 3,8 4,5 5,5 4,5 2,1 
des 4,6 
att. 6,0 
On Conglutin . 3,7 3,7 — 5,0 6,8 4,7 
her Ovalbumin . 4,0 3,8 5,0 6,0 4,5 6,0 
var. Blutalbumin 3,5 4,8 o 6,5 4,8 6,0 
: 4,9 5,0 
iC 5,0 
Keratin . 
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Im einzelnen gestaltete sich der Gang der Untersuchung 
derart, daB 1 g Protein mit 50 ccm 20°/,iger H,SO, am 
RiickfluBkiihler 12 Stunden hydrolysiert wurde. Von der {il. 
trierten Lésung wurden 5 ccm auf 400 ccm aufgefillt und 
hiervon 3 ccm mit 2 ccm einer 10°/, igen Quecksilberoxyd. 
sulfatlésung (in 5°/,iger H,SO, geldst) unter Zusatz yon 
3 Tropfen '/,°/,iger Natriumnitritlésung der Reaktion unter. 
worfen. Zum colorimetrischen Vergleich diente eine Far). 
lésung, die in 1 ccm 0,012 mg Tyrosin enthielt. Die Her. 
stellung geschah in der Weise, daB 2,5 ccm einer ‘T'yrosin- 
lésung (0,04:500) mit 7,5 com Wasser verdiinnt und hiervon 
9 ccm mit 6 ccm Quecksilberreagens zur Reaktion gebracht 
wurden. 

Wir untersuchten dieselben Proteine, soweit sie uns zur 
Verfiigung standen, wie O. Fiirth und W. Fleischmann; 
zum Vergleich zogen wir auBerdem das Verfahren nach Folin 
und Denis heran. 

Uberblicken wir die Resultate der vorhergehenden Tabelle, 
so stimmen die von uns gefundenen Millonschen Zahlen beim 
Legumin, Conglutin und Ovalbumin mit denen von Fiirth und 
Fleischmann sehr gut tiberein, beim Casein, Fibrin und 
Blutalbumin legen sie héher; ob bei dieser Differenz der 
Zahlen die Art der Hydrolyse eine Rolle spielt, vermégen wir 
nicht zu sagen, doch kommen die bei schwefelsaurer Hydrolyse 
erhaltenen Werte des Caseins und Blutalbumins den Bron- 
zahlen wesentlich naiher als bei Fiirth und Fleischmann. 
Lediglich bei Keratin gibt die eigene Bestimmung einen ge- 
ringeren Wert; hierbei fallt jedoch auf, daB die Zahl 7,7 der 
Wiener Forscher sogar die Phenolreagenzwerte  iibertrifit, 
wiihrend bei allen anderen Proteinbestimmungen die letzteren 
im Vergleich zu den Millonzahlen um ein gut Teil hoéher 
liegen. 

Beziiglich des colorimetrischen Verfahrens von Folin und 
Denis sind auch wir der Ansicht, daB es die tatsiichlich vor- 
handenen T'yrosinmengen sehr leicht zu hoch angibt. 

Fassen wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen 2u- 
sammen, so ergibt sich folgendes: 
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Wiihrend die Colorimetrie mit Hilfe des Phenolreagens 
von Folin und Denis mit der Millonschen Reaktion in der 
Modifikation von WeiB an reinen Tyrosinlésungen gut iiber- 
einstimmt, zeigen die Bestimmungen, im Serumfiltrat aus- 


' gefiihrt, groBe Abweichungen voneinander. Dabei mu erwihnt 


werden, daB beide Methoden bestimmte zu Blutserum zugefiigte 
Tyrosinmengen wieder quantitativ finden lassen. Die beiden 
Bestimmungsverfahren, sowohl mit dem Phenolreagens als auch 
mit der Millonschen Probe, sind demnach quantitativ. Wenn 
trotzdem die in verschiedenen Blutseren mit dem Phenolreagens 
gewonnenen Zahlen die der Millonschen Reaktion um ein 
Vielfaches iibertreffen, so liegt das daran, da das von den 
Phenolen und deren Derivaten befreite Serumfiltrat offenbar 
immer noch ein sehr reichhaltiges Gemisch von Substanzen 
darstellt, die auf das Phenolreagens ansprechen, jedoch nicht 
mit dem T'yrosinstoffwechsel in Zusammenhang stehen. So er- 
klirt es sich auch, da in einem Falle von akuter gelber 
Leberatrophie, wo die Millonsche Zahl eine auBergewohnliche 
Erhéhung zeigt, ein diesbeziiglicher Anstieg des nach dem 
Folin-Denisschen Verfahren erhaltenen Wertes ganz und 
gar zu vermissen ist. Um die EKinwirkung der Harnsiure auf 
das Phenolreagens auszuschlieBen, wandten wir die von K. Herz- 
feld und R. Klinger angegebene Methode an, wobei in einem 
Gemisch von Harnsiure und Tyrosin, wenn diese Lésung unter 
Zusatz von 33°/, iger Natronlauge und wenigen Tropfen 3°/,- 
iger Wasserstoffsuperoxydlésung einige Minuten gekocht wird, 
die Harnsiure vollstiindig zerstért werden, hingegen das Tyrosin 
unverindert bleiben soll. Die Nachpriifung dieser Methode 
zeigte, daB neben der Harnsiure auch das Tyrosin, wenn auch 
langsamer und unvollstiindiger angegriffen wird, so daB die von 
den beiden Autoren aufgebaute Methode der Bestimmung der 
Harnsiiure neben Tyrosin als nicht gangbar abgelehnt werden muB. 

Bei der Anwendung der Millonschen Reaktion auf Eiweib- 
hydrolysate und enteiweiBtes Serumfiltrat ist fir deren quan- 
titativen Ablauf die HCl-Konzentration von grofer Bedeutung. 

Tyrosinlésungen von 1°/,igem HCl-Gehalt geben keine, 
solche von 0,5°/,igem HCl-Gehalt geben eine abgeschwichte 
Hoppe-Seyer’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVII. 5 
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Millonsche Reaktion, und Tyrosinlésungen von einem HCl. 
Gehalt von 33°/, und darunter lassen die Reaktion quantitatiy | 
verlaufen. 

Zum Vergleich der colorimetrischen Zahlen, wie sie yon 
O. Firth und W. Fleischmann auf Grund der Millonschen 
Reaktion nach WeiB bei salzsaurer Hydrolyse von Proteinen | 


angegeben sind, wurden Ermittlungen des Tyrosingehaltes bei | — 


schwefelsaurer Hydrolyse ausgefithrt und deren Ergebnisse | 
in Tabelle VI zusammengestellt. 


























Uber die Existenz der Triphosphonucleinsaure 
von Thannhauser und Dorfmiiller. 


Von 


R. Feulgen und H. Rossenbeck. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat GieBen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1922.) 


In den letzten Jahren beschaftigen sich Thannhauser 
und seine Mitarbeiter in einer Reihe von Arbeiten!—*) mit der 
partiellen Hydrolyse der Hefenucleinsiiure, und sie glaubten, 
drei bzw. vier neue hochmolekulare Spaltstiicke derselben er- 
halten zu haben, namlich ein Dinucleotid, zwei Trinucleo- 
tide, welch letztere sie als Triphosphonucleinsiure be- 
zeichneten, und von denen die eine die razemische, die andere 


') §. J. Thannhauser, Experimentelle Studien iiber den Nuclein- 
stoffwechsel, Diese Zs. Bd. 91, S. 327 (1914). 

*) $. J. Thannhauser u. G. Dorfmiller, Experimentelle Studien 
liber den Nucleinstoffwechsel, III., Hochmolekulare, krystallisierte Spalt- 
stiicke der Hefenucleinsiure, Diese Zs, Bd. 95, S. 259 (1915). 

*) S$. J. Thannhauser u. G. Dorfmiiller, Experimentelle Studien 
iiber den Nucleinstoffwechsel, IV., Uber den Aufbau des Hefenuclein- 
siuremolekiils und seine gleichartige Aufspaltung durch milde am- 
moniakalische und fermentative Hydrolyse, Diese Zs. Bd. 100, S.121 (1917). 

‘) S$. J. Thannhauser u. G. Dorfmiller, Krystallisierte Nuclein- 
siuren (Vorl. Mitt.), Chem. Ber. Bd. 51, 8. 467 (1918). 

*) S. J. Thannhauser, Experimentelle Studien iiber den Nuclein- 
_ stoffweehsel, VII, Isolierung der krystallisierten Adenosinphosphorsiure, 
' Diese Zs. Bd. 107, S, 157 (1919). 

: *) S.J. Thannhauser u. P. Sachs, Experimentelle Studien iiber 
' den Nucleinstoffwechsel, X., Die Desamidierung der Triphosphonuclein- 
siiure, Diese Zs. Bd. 112, S. 187 (1920). 
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die aktive (l-)Form sein sollte, und endlich das Desamidierungs. 


produkt der Triphosphonucleinsiure, das sie Desamidotriphospho. | 


nucleinsiure nannten. Von diesen vier neuen K6rpern hat 


Thannhauser bereits zwei als nicht existierend zuriickgenommen, | 
nimlich das Dinucleotid!) und die razemische Form der Tri. | 


phosphonucleinsiure?), so daB wir uns eigentlich nur mit der 
aktiven Form der Triphosphonucleinsiure und ihrem Desani. 
dierungsprodukt zu beschiftigen brauchen. Indessen mubftey 


wir auch die angeblich razemische Form in den Bereich unserer | 


Untersuchungen einbeziehen, da dieser Kérper eine Fraktion 
der von Thannhauser benutzten fraktionierten Krystallisation 


darstellt und die ammoniakalische Spaltung nach Thannhauser f 


nur im Zusammenhang mit der razemischen Form aufgeklirt 
werden konnte. 
Thannhauser und Dorfmiiller spalten die Hefenuclein- 


siure durch zweistiindiges Kochen mit 25°/,igem Ammoniak | 


unter Riickflu8 und isolieren aus der Hydrolysenfliissigkeit 
durch fraktionierte Krystallisation 3 Bruzinsalze, von denen 
das eine das Salz der Uridinphosphorsiure, das zweite das 
der razemischen und das dritte das Salz der aktiven Triphos. 
phonucleinsaéure sein sollte. Sie schreiben ihrer Triphospho- 
nucleinséure folgende (von uns schematisierte) Struktur zu und 
stellen sich vor, daB durch die ammoniakalische Hydrolyse aus 
dem Verbande des Molekiils der Hefenucleinsiure lediglich die 
Uridinphosphorsiure abgelést werde, und da’ Komplexe von 
der Art eines Trinucleotids zuriickbleiben. 


>>Phosphorsiure—Ribose—Guanin 
| 

>>Phosphorsiiure—Ribose—Adenin 

>>Phosphorsiiure—Ribose—Cytosin 


Auf diesen ihren Anschauungen fuBend, ziehen Thann- 
hauser und Dorfmiller sehr weitgehende Schliisse auf den 


1) §. J. Thannhauser, Experimentelle Studien iiber den Nucleit 
stoffwechsel, VII., Isolierung der krystaliisierten Adenosinphosphorsaure, | 
Diese Zs. Bd. 107, S. 157 (1919). | 

*) $. J. Thannhauser u. G. Dorfmiiller, Experimentelle Studien 
iiber den Nucleinstoffwechsel, VI., Diese Zs. Bd. 104, S. 67 (1918). 
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feineren Bau der Hefenucleinsiure, aut die einzugehen sich 
aber eriibrigt, weil diese Hypothesen mit der Existenz der 
{'riphosphonucleinsiure stehen und fallen. 

Als Beweis fir die Existenz ihrer Triphosphonuclein- 
siiure fiihren die genannten Autoren die Elementaranalyse des 
Bruzinsalzes und die Resultate einer qualitativen, durch- 
greifenderen ammoniakalischen Hydrolyse nach Levene an, 
mit der sie aus ihrem Trinucleotid die Nucleoside Guanosin, 
Adenosin und Zytidin erhalten haben wollen. Danach wire 
also das Trinucleotid eine Verbindung aus Guanosinphosphor- 
siure (Guanylsiure), Adenosinphosphorsiure und Zytidinphos- 
phorsiiure. Wir sind der Ansicht, daB eine qualitative 
Spaltung zum Beweise der Anschauungen Thannhausers 
keineswegs ausreicht, und wir vermissen in seinen Arbeiten 
Angaben tiber die Mengen der von ihm isolierten Nucleoside, 
zumal wir aus den Arbeiten von Levene und seinen Mit- 
arbeitern wissen, daB sich die Nucleoside aus der Hefenuclein- 
siure ohne Schwierigkeiten in guten Ausbeuten und iiber- 
raschend einfach isolieren lassen. Wir sind ferner der Ansicht, 
daB die Elementaranalyse eines Bruzinsalzes ein ganz un- 
geeignetes Mittel ist, um die Identitit der Thannhauserschen 
Triphosphonucleinsiure oder iiberhaupt eines Nucleotids sicher- 
zustellen. Manche der in Frage kommenden Nucleotide geben 
schon als freie Siuren Analysenwerte, die nicht wesentlich 
voneinander abweichen, und bei den Bruzinsalzen vollends, in 
denen auf jedes Nucleotid 2 Bruzinmolekiile kommen und die 
deswegen etwa 60°/, Bruzin enthalten, werden infolge des 
Ballastes an Bruzin die Analysenwerte aller méglicher Nucleo- 
tide so ihnlich, daB feinere Unterschiede nicht mehr zu er- 
kennen sind. Thannhauser und Dorfmiller haben nun 
auch ihre freie Triphosphonucleinsaiure analysiert und mubten 
dabei feststellen*), daB die Analysenwerte dieses Koérpers nur 
schlecht mit ihren Theorien in Einklang gebracht werden 
konnten. Sie kommen zu dem iiberraschenden Schlusse, daB 
die Triphosphonucleinsiiure bei der Darstellung als freie Séure 


) Vel. FuBnote 3, S. 1. 
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in ihr Anhydrid itibergehe. Da Thannhauser und Dorf. 


miiller irgendeinen Beweis fir die angebliche Anhydridbildun; 
nicht erbringen, so versuchten sie, die schlechten Resultat: 


ihrer Analysenzahlen durch eine unbewiesene Hypothese | ~ 


erkliren. 

Da nun die Beweise fiir das Bestehen der razemischer 
Form der Triphosphonucleinsiure dieselben sind wie fir da 
der aktiven Modifikation, Thannhauser aber den razemische 
Kérper als nicht existierend zuriickgenommen hat, so mu} 
man sich fragen, welche Beweise denn eigentlich die Existen 
der Triphosphonucleinsiure dartun sollen. 

In Anbetracht der iiberaus schwachen Grundlagen, au 
denen die Anschauungen Thannhausers beruhen, ist es zu 
verstehen, daB seine Ansichten bereits von anderer Seite heftie 
angegriffen worden sind. Schon im Jahre 1916 haben Jone; 
und German!) Thannhauser und seinen Mitarbeitern vor. 
geworfen, daf sie in ihrer aktiven Triphosphonucleinsiure in 


wesentlichen nur Guanylsiure in Handen gehabt hitten. Daf 
nun das Bruzinsalz der Guanylsiure durch die Untersuchungen 


von Levene und Jacobs?) genau bekannt ist, so hielten wir 
einen solchen Irrtum nicht fiir méglich und die Angaben einer 
Nachpriifung wert. In der Tat hat sich dabei ergeben, dab 
die Vermutungen von Jones und German nicht zu Recht 
bestehen; denn nicht die aktive Triphosphonucleinsiure ist 


identisch mit Guanylsiure, sondern die angeblich razemische | 


Form besteht vorwiegend daraus, 
Auch Levene?) wendet sich gegen die Existenz einer 


Triphosphonucleinsiure. Er spaltete Hefenucleinsiure nach f 


den Angaben von Thannhauser und Dorfmiiller, er ging 





) Walter Jones und Hildegarde C.Germann, Hydrolyse von 
Hefenucleinsiure mit Ammoniak. Jl. of Biol. Chem. Bd. 25, S, 93 (1916). 


2) P. A. Levene und W. A. Jacobs, Uber Guanylsiure II. Jl. of F 


Biol. Chem. Bd. 12, 8. 421 (1912). 

3) P. A. Levene, Jl. of Biol. Chem. Bd. 23, S. 425 (1918); Bd. 40, 
S. 415 (1919); Die Struktur der Hefenucleinsiure. Ammoniakalische 
Hydrolyse: Uber das sogenannte Trinucleotid von Thannhauser und 
Dorfmiiller, Jl. of Biol. Chem. Bd. 48, 8. 379 (1920). 
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aber sogar noch sehr viel milder vor, indem er nur den vierten 


Teil der Kochdauer der genannten Autoren anwandte: Trotz- 


‘dem gelang ihm die Isolierung aller vier freien Nucleotide 
aus dem Hydrolysengemisch. Kr kommt zu dem Schlusse, daB 
‘eine milde alkalische Hydrolyse der Hefenucleinsiure lediglich 


SAS Sei 8 SRE RR Nia 


die einzelnen Nucleotide liefere, und daB Komplexe von der 
Art des Thannhauserschen Trinucleotids unméglich seien. 
Diesen Einwand parieren Thannhauser und Sachs?), indem 
sie zugeben, daB bei ihrer ammoniakalischen Hydrolyse zwar 
ein Teil der Nucleotide in freiem Zustande abgespalten werde, 


_daB aber trotzdem ein Trinucleotid vom Charakter ihrer Tri- 
- phosphonucleinsiure isolierbar sei. Weiterhin suchen Thann- 
-hauser und Sachs?) die Existenz ihrer Triphosphonuclein- 
siure durch einen Desamidierungsversuch zu verteidigen, der 
_awar anscheinend einen neuen Kérper in Gestalt der Desamido- 





_ triphosphonucleinsiure zeitigte, dem aber nach unserer Ansicht 


irgendeine Beweiskraft nicht zukommt. Wir halten es aber 
fir unnétig, auf diese Versuche einzugehen, da wir ohnehin 


tatsichlich nicht existiert, sondern ein Gemisch von Nucleo- 
_ tiden darstellt, und damit entfallt auch die Desamidotriphospho- 
-nucleinsiure von selbst. Die Beweiskraft der erwihnten Ver- 
suche Levenes wird aber dadurch abgeschwicht, daB er nicht 


die Triphosphonucleinsiure selbst dargestellt und untersucht 
hat, und auch aus diesem Grunde hielten wir es fir notwendig, 
die Angaben Thannhausers und seiner Mitarbeiter einer 
Nachpriifung zu unterziehen. 

Wir haben fiir unsere Versuche die angebliche Triphospho- 
nucleinsiure nach Thannhauser und Dorfmiiller dargestellt 
unter peinlichster Befolgung ihrer sehr genauen Angaben. Wir 
erhielten auch, wie die beiden Autoren, 2 Bruzinsalze, die 
zweimal umkrystallisiert wurden, und von denen das erste, im 
Capillarrohr schnell erhitzt, bei 185—190°, das zweite bei 
200—205° schmolz. Die Kérper hatten also den verlangten 
Schmelzpunkt. Der erste Kérper soll das Bruzinsalz der (in- 


) Vgl. FuBnote 6 auf S. 1. 
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zwischen widerrufenen) razemischen Form, der zweite das dey 
optisch aktiven Modifikation selbst sein. Um ganz sicher zu 
gehen, haben wir die Darstellung der Kérper zweimal getrennt 
vorgenommen, einen Unterschied im Verhalten aber nicht fest- 
stellen kénnen. Die Bruzinsalze wurden von uns in die Natrium. 
salze iibergefiihrt, indem wir sie in einem Scheidetrichter in 
Wasser suspendierten, mit Chloroform unterschichteten und nun 
nach Zusatz von etwas Phenolphthalein sehr vorsichtig und 
unter hiufigem Schiitteln so viel 2n-Natronlauge zusetzten, 
bis eben eine Rotfarbung bestehen blieb. Hierbei trat villige 
Lésung ein, und das Bruzin wurde mit Chloroform so lange 
ausgeschiittelt, bis ein Tropfen der waBrigen Lésung auf der 
Zunge keinen bitteren Geschmack mehr verursachte. Gleich- 
zeitig wurde festgestellt, daB die alkalische Reaktion so schwach 
war, daB sie mit der Zunge nicht wahrgenommen werden konnte. 
Wir halten diese Feststellung fiir wichtig, um dem Einwand 
zu begegnen, die Triphosphonucleinsaure kénnte sich infolge 
der alkalischen Reaktion zersetzt haben. Es ist namlich mit 
Sicherheit anzunehmen, da8 die Triphosphonucleinsiure, wenn 
sie 2stiindiges Kochen mit konzentriertem Ammoniak iiber- 
standen hat, auch eine wenige Augenblicke dauernde, auBerst 
schwache alkalische Reaktion bei gewéhnlicher Temperatur 
aushalten wird. Die schwach alkalische Lésung wurde dann 
sofort mit Essigsiure gegen Lackmus genau neutralisiert, bei 
15 mm Druck auf ein kleines Volumen eingeengt, mit Alkohol 
gefallt und die entstandenen Niederschlige mit Alkohol ent- 
wissert und getrocknet. 

Von den Thannhauserschen K6rpern war die razemische 
Triphosphonucleinsaure von vornherein der unwahrscheinlichste. 
Als Thannhauser?) versuchte, durch saure Hydrolyse aus ihr 
Zytidinphosphorsiure zu gewinnen, miBlang ihm der Versuch, 
und dies veranlaBte ihn, den Kérper aufzugeben. Unwahrschein- 
lich war der Kérper aber auch deswegen, weil Razemisierungen 
in der Nucleinsiurechemie bisher noch niemals beobachtet 
worden sind, obgleich nachgerade etwa ein Dutzend partieller 





1) Vgl. FuBnote 2, S. 2. 
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Uber die Existenz der Triphosphonucleinsiiure usw. 13°" 


Spaltprodukte von Nucleinsiuren bekannt sind, teils nach saurer, 
teils nach alkalischer Hydrolyse gewonnen. 

Thannhauser und Dorfmiller konnten in der wifrigen 
Lisung der freien Saure keine optische Aktivitit beob- 
achten. Es ist aber bekannt, daB die spez. Drehungen fast 
simtlicher Nucleinsiuren, Nucleotide und Nucleoside auBer- 
ordentlich abhingig sind von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration ihrer Lésungen, und zwar sowohl hinsichtlich der 
Richtung als auch der Starke der Rotation. Es lag also am 
nichsten, an eine Zufallserscheinung zu denken, und tatsiich- 
lich konnten wir auch in alkalischer Lésung eine starke 
Linksdrehung beobachten ([@], = etwa — 40°). 

Zur Nachpriifung ihrer durchgreifenden ammoniakalischen 
Spaltung, der sie die Triphosphonucleinsiuren unterworfen 
haben, lésten wir je 0,1 g der Na-Salze der razemischen Form, 
der aktiven Modifikation und der Hefenucleinsaure (zum 
Vergleich) in je 0,5 com verd. Ammoniak (8 ccm konz. NH, in 
100 ccm) und erhitzten die in Réhrchen eingeschmolzenen 
Lésungen gleichzeitig 31/, Stunden im Drucktopf auf 135°. Nach 
dem Erkalten zeigte sich, daB die Hydrolysenfliissigkeit der 
Hefenucleinséure zu einer Gallerte erstarrt war, wie dies 
charakteristisch fiir das ausgefallene Guanosin ist. Das 
Rohrchen der razemischen Triphosphonucleinsiure zeigte eine 
auBerordentlich reiche Abscheidung eines Krystallbreis desselben 
Kérpers, wihrend der Inhalt des Réhrchens mit der angeblich 
aktiven Triphosphonucleinsiure vollstiindig fliissig blieb und 
auch nach wochenlangem Stehen in der Kalte keine Spur einer 
Guanosinabspaltung zeigte. 

Wenn wir bedenken, daB bei richtiger Handhabung der 
ammoniakalischen Hydrolyse nach Levene das Guanosin so 
leicht und in vorziiglicher Ausbeute gewonnen werden kann, 
ganz besonders aus so reinen, krystallisierten Kérpern, und dab 
die drei Versuche wegen der véllig gleichen Behandlung als 
Parallelversuche anzusehen sind, so miissen wir feststellen, 
daB in der aktiven Triphosphonucleinsaiure entweder 
iiberhaupt kein Guanosin oder doch nur in Spuren vorkommt. 
Wie 1aBt sich das mit der Anschauung Thannhausers ver- 
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einbaren, nach der die aktive ‘I'riphosphonucleinsiure ein 
Trinucleotid ist, das zu etwa 33 °/, aus Guanosinphosphorsiure 
(Guanylsiure) besteht? Theoretisch miBte ihr Kérper sogar 
noch viel mehr Guanosin liefern als selbst die Hefenuclein- 
siiure, dazu kommt der Umstand, dab der Thannhausersche 
Kérper aus einem reinen krystallisierten Salze gewonnen worden 
ist, dem gegeniiber die amorphe Hefenucleinsiure einen ver- 
hiltnismiBig sehr unreinen Stoff darstellt. 

Wir haben Grund zu der Annahme, dab Thannhauser 
die Schwierigkeit bei der Abscheidung des Guanosins wohl 
aufgefallen ist; denn er empfiehlt, wenn nach durchgreifender 
ammoniakalischer Spaltung keine Abscheidung erfolgt, diese 
durch Alkoholzusatz herbeizufiihren. Wir vermissen aber bei 
Thannhauser eine Angabe iiber die Menge des gefundenen 
(Juanosins. 

Nun stammt ja alles Guanosin bei der Triphosphonuclein- 
siure sowohl als auch bei der Hefenucleinsiure letzten Endes 
aus der Guanosinphosphorsiure (Guanylsiure), die, wie erwihnt, 
nach Thannhauser etwa 33°/, des ‘'rinucleotids ausmachen 
miiBte. Wir haben deshalb die Thannhauserschen Kérper 


auf Guanylsiiure — sowohl mechanisch beigemengte als auch 
gebundene — untersucht, und diese Versuche klirten den 


eigenartigen Ausfall der durchgreifenden ammoniakalischen 
Spaltung auf. 

Wir sind nimlich heute imstande, nicht nur freie Guanyl- 
siiure auf Grund eines fiir sie charakteristischen Verhaltens 
zu isolieren, sondern wir wissen auch, da’, wenn Guanylsiure 
in gebundener Form vorkommt, diese schon durch eine sehr 
milde alkalische Hydrolyse abgespalten wird. Die Methode der 
Isolierung beruht auf der Feststellung Feulgens?), nach der 
das sekundire Natriumsalz der Guanylsiiure in Wasser schwer 
léslich, in kalten Natriumacetatlésungen aber fast unléslich ist. 
so daf man mit Sicherheit imstande ist, freies (nicht gebundenes) 
guanylsaures Natrium etwa in Nucleotidgemischen zu erkennen 


 R. Feulgen, Uber die Guanylsiiure, ihre Darstellung und Fiill- 
barkeit. Diese Zs. Bd. 106, S. 249 (1919). 
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und abzuscheiden. Die erwihnten Kigentiimlichkeiten besitzen nur 
das sekundire guanylsaure Natrium, nicht aber die Natriumsalze 
anderer Nucleotide, so daB die Erkennungs- und Abscheidungs- 
methode durchaus charakteristisch fir Guanylsdure ist. Nach 
Versuchen von Feulgen und Rossenbeck?) betrigt die Lislich- 
keit des guanylsauren Natriums in Wasser bei 20° etwa 2,9°/ 5s 
in 2n-Natriumacetatlésung aber nur etwa 0,2 °/,; Nucleinsiiuren 
oder Nucleotide beeinflussen die Léslichkeit nicht merklich. 
Wir haben diesen Umstand benutzt, um die Menge des freien 
cuanylsauren Natriums in Nucleotidgemischen einigermaBen ab- 
zuschiitzen, und verfahren dabei so, daB wir die neutralen Na- 
Sulze des Gemisches zunichst in wenig 2n-Natriumacetatlésung 
in der Wirme lisen, durch Abkihlen auf 20° den Uberschub 
des guanylsauren Natriums sich ausscheiden lassen und dann die 
triibe Liésung so lange im Laufe von mehreren Tagen mit der 
Natriumacetatlésung versetzen, bis sie eben klar geworden ist. 
Die Lésung enthilt dann in 100 ccm etwa 0,2 g guanylsaures 
Natrium (in 100 g 0,185 g). Wegen der Schwerléslichkeit des 
guanylsauren Natriums (0,2 °/,) ist die 500fache Menge der 2n- 
Natriumacetatlésung zur Lésung erforderlich; die Lésung enthalt 
also im Verhiiltnis zur Substanz sehr viel Natriumacetat, so daB 
dieses allein bestimmend fiir die Léslichkeit des guanylsauren 
Natriums ist. Diese Methode gestattet natiirlich nur eine 
Abschatzung von guanylsaurem Natrium, doch hat das Ver- 
fahren den groBen Vorzug, daB es schon unter Umstinden mit 
wenigen Milligramm Substanz angewendet werden kann. 

Um die gebundene Guanylsiiure abschitzen zu kénnen, 
bedienen wir uns der mittlerweile von mehreren Autoren fest- 
gestellten Tatsache, daB die Guanylsiure aus dem Verbande 
der Hefenucleinsiiure schon durch milde alkalische Hydrolyse 
abgespalten werden kann. Vor allen Dingen haben Steudel 
und Peiser?) vor einiger Zeit gezeigt, da bereits beim Stehen 


') R. Feulgen u. H. Rossenbeck, Zur Darstellung und Be- 
stimmung der Guanylsiiure: die Léslichkeit des guanylsauren Natriums 
in Salzlésungen und Wasser. Diese Zs. (im Druck). 

*) H. Steudel u. E. Peiser, Uber die Hefenucleinsiure III. Diese 
Zs. Bd. 120, 8, 292 (1922). 
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der Hefenucleinsiure mit verd. Natronlauge in der Kilte dic 
Abspaltung der Guanylsiure erfolgt, die mit der erwihnten 
Natriumacetatmethode abgeschieden und isoliert werden konnte. 
(Schon dieser Versuch allein spricht durchaus gegen die An- 
schauungen von Thannhauser und seinen Mitarbeitern.) 

Bei der Abschiitzung der gebundenen Guanylsiure gingen 
wir so vor, dab wir 0,1 g Substanz in 0,2 ccm verd. Natron- 
lauge (20 ccm H,O + 5 ccm konz. NaOH) lésten und die Lésung 
in einem kleinen Réhrchen 10 Minuten im siedenden Wasser- 
bade erhitzten. Nach dem genauen Neutralisieren mit Kssig. 
siure fillten wir mit abs. Alkohol, gossen nach dem Absitzen 
des Niederschlages die alkoholische Mutterlauge ab und be- 
freiten den Riickstand vom Alkohol durch Aufbewahren im 
Vakuum iiber Schwefelsiure. Ohne die Substanz aus dem 
Réhrchen herauszunehmen, wurde sie dann zunichst in mig- 
lichst wenig 2n-Natriumacetatlésung gelést und nach der oben 
besprochenen Methode in der Liésung die Menge des guanyl- 
sauren Natriums bestimmt. Hat man eine gleiche Bestimmung 
in dem zu untersuchenden Kérper ohne Alkalibehandlung 
vorgenommen (freie Guanylsiiure), so ergibt die Differenz die 
Menge der gebundenen Guanylsiure. 

Bei der Untersuchung der T'riphosphonucleinsiuren er- 
gaben sich nun folgende Besonderheiten. Als wir zur Dar- 
stellung des Natriumsalzes die Lésung des razemischen 
triphosphonucleinsauren Natriums unter vermindertem Druck 
einengten, beobachteten wir, daB die Lésung von einem be- 
stimmten Punkte ab einen sehr reichlichen weiBen feinflockigen 
Niederschlag abschied. Da die Lésung nach ihrer Herkuntt 
nur die Natriumsalze von Nucleotiden enthalten konnte, so 
muBte dieser Niederschlag nach unseren Erfahrungen freies 
guanylsaures Natrium sein, und schon diese Beobachtung allein 
hitte zu der Feststellung geniigt, da die angebliche razemische 
‘Triphosphonucleinsiure zum gréBten Teil aus freier Guanyl- 
siiure besteht. Eine Abschiitzung im Lésungsversuche ergal 
fiir das trockne Natriumsalz einen Gehalt von etwa 55°), 
an guanylsaurem Natrium. Da dieser Prozentgehalt sich nach 
alkalischer Hydrolyse nicht vergréBerte, so ergibt sich daraus, 
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' daB auch der Rest keine gebundene Guanylsiure enthalten 
| konnte. ,Wir haben das guanylsaure Natrium dann isoliert, 
- indem wir das trockne Natriumsalz der razemischen Triphospho- 
nucleinsiure dreimal aus heiBer 2n-Natriumacetatlésung um- 
schieden, aus dem abgesaugten guanylsauren Natrium das 
Natriumacetat mit Alkohol auswuschen und den trocknen 
Korper in wenig Wasser lésten und mit Alkohol wieder aus- 
fillten. Wir erhielten so aus 0,7776 g Nucleotidgemisch 0,3348 g 
guanylsaures Natrium. Da die vereinigten natriumacetathaltigen 





Mutterlaugen (20 ccm) noch 40 mg guanylsaures Natrium ent- : 
hielten, so ergibt sich daraus ein Mindestgehalt von 0,3748 g 
guanylsaurem Natrium = 48,2°/,, des angeblich razemischen 
triphosphonucleinsauren Natriums, was mit dem Abschatzungs- 
versuche gut iibereinstimmt. Eine weitere Identifizierung des 
guanylsauren Natriums wire bei der charakteristischen Dar- 
stellungsmethode und bei dem unverkennbaren Verhalten nicht 
notig gewesen. ‘T'rotzdem haben wir es durch Lésen einer 
Probe in verd. Essigsiure in das saure (primire) Salz?) iiber- 
gefiihrt. Dieses zeigt nimlich ein charakteristisches Verhalten, 
da es in wiBriger Lésung gelatiniert, und da Alkohol die 
Gallerte in langen fibrinihnlichen Flocken fallt. Auch das 
charakteristische krystallisierende tertiiire Salz*) haben wir 
dargestellt, indem wir das Produkt in der 10fachen Menge 
n-Natronlauge listen und die Lésung mit dem 4fachen Volumen 
Alkohol vermischten: Es entstand eine anfinglich teigige 
Fillung, die beim Reiben mit dem Glasstabe bald krystallinisch 
erhirtete. Der abgesaugte Kérper wurde dann nach dem 
Trocknen in der 20fachen Menge Wasser gelést und das Filtrat 
mit dem 4fachen Volumen Alkohol vermischt: Es entstand 







































eine kolloide milchige Triibung, und in wenigen Augenblicken 
erstarrte das ganze zu einem Krystallbrei, der unter dem 
Mikroskop aus sternférmig angeordneten Nadeln bestand. 

Das angeblich aktive triphosphonucleinsaure Natrium 


a 


1) Vgl. FuBnote 1, 8S. 9. 

*) R. Feulgen, Neue Darstellungsmethoden von Nucleinsiuren. 
I. Mitt. Die Darstellung der Guanylsiiure als krystallisierendes Natrium- 
salz, Diese Zs. Bd. 111, 8. 257 (1920). 
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zeigte beim Kinengen seiner wibrigen Lésung im Vakuun 
nicht die charakteristische Abscheidung des guanylsauren 
Natriums, woraus wir schlieBben konnten, da’ erhebliche 
Mengen von freiem guanylsaurem Natrium nicht vorhanden 
waren. Dennoch enthielt auch dieser Stoff geringe Mengey 
davon, wie sich bei einem Lésungsversuche in 2n-Natriumacetat- 
lésung herausstellte, und zwar verhielten sich zwei getrennt 
dargestellte Priparate dieses Kérpers im wesentlichen gleich, 
denn sie enthielten beide etwa 6°/, an freiem guanylsaurem 
Natrium, wie folgende Versuche zeigten: 





Triphospho- Gesamtmenge | 
nucleinsaures | der Lésung in Freies guanyl-| Guanylsaures 
Priiparat Na 2n-Natrium- | S8ures Na | Na in Proz. 
acetat der Substanz 
& & e 
I 0,0117 0,3877 0,00072 6,2 
if 0,1000 2,9986 0,0055 5,6 














Da nun die Erkennung des guanylsauren Natriums mit 
der Natriumacetatmethode sehr viel empfindlicher ist als die 
Abscheidung des Guanosins aus einem Hydrolysengemische 
nach eingreifender ammoniakalischer Spaltung, und wir in den 
oben beschriebenen Versuchen kein Guanosin haben nachweisen 
kénnen, so bestirkte sich die Vermutung, daB das Guanosin, 
welches Thannhauser aus seiner aktiven Triphosphonuclein- 
siiure erhalten haben will, lediglich auf eine mechanische Bei- 
mengung von freier Guanylsiure zuriickzufiihren ist. Dieser 
Verdacht wurde zur GewifBheit, als wir versuchten, aus dem 
aktiven triphosphonucleinsauren Natrium durch sehr milde alka- 
lische Hydrolyse die erwarteten und von ihm geforderten 33 Pro- 
zent guanylsaures Natrium zu gewinnen. Dieser Versuch erwie; 
sich als unméglich, und als wir 0,1 g triphosphonucleinsaures 
Natrium sowie zum Vergleiche 0,1 g hefenucleinsaures Natrium 
in je 0,2 ccm der oben erwihnten verdiinnten Natronlauge 
lésten und im siedenden Wasserbade 10 Min. erhitzten, schied 
sich beim Neutralisieren mit Essigsiure zwar in dem Roéhrchen 
mit der Hefenucleinsiiure ein dichter Niederschlag von guany!- 
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saurem Natrium aus, das Réhrchen mit der Triphosphonuclein- 
siure jedoch blieb véllig klar, und dieser Versuch zeigte uns 
mit Sicherheit, da8 Guanosinphosphorsiure in gebundener Form 
in der Triphosphonucleinsiure gar nicht vorhanden ist. Als 
wir die mit Essigsiure neutralisierte Hydrolysenfliissigkeit mit 
abs. Alkohol gefallt hatten und in dem Niederschlage durch 
einen Lésungsversuch mit 2n-Natriumacetatlisung das freie 
cuanylsaure Natrium abschitzten, zeigte sich, daB die Menge 
des bereits vorher beigemengten.guanylsauren Natriums sich 
nicht vermehrt hatte; sie betrug nach wie vor etwa 6°/,, wah- 
rend nach Thannhauser tiber 33°/, vorhanden sein miiBten. 

Ks ergibt sich also, daB bei der ammoniakalischen Hydro- 
lyse nach Thannhauser aus dem Molekil der Hefenuclein- 
siure simtliche Guanylsiure restlos abgespalten wird; diese 
befindet sich hauptsichlich in der von Thannhauser urspriing- 
lich als razemische ‘Triphosphonucleinsiure angesprochenen 
Fraktion, aber auch die angeblich aktive Triphosphonuclein- 
siure enthalt geringe Mengen davon beigemischt. 

Hiermit ist bewiesen, daB weder die razemische Form 
der Triphosphonucleinséure noch diese selbst organisch ge- 
bundene Guanosinphosphorsiure enthilt: Die Triphospho- 
nucleinsiure existiert nicht. Von der Hefenucleinsiure 
sind also keine anderen phosphorhaltigen partiellen Spaltstiicke 
bekannt als die einfachen Nucleotide. 

Von der Firma C. F. Boehringer in Mannheim-Waldhof 
war uns eine gréBere Menge Hefenucleinsiure zur Verfiigung 
vestellt worden, wofiir wir ihr auch hier unseren verbindlichsten 
Dank aussprechen. 








Brenztraubensiure die Vorstufe des Acetaldehyds im mensch. 
lichen Blute? 
Eine Untersuchung tiber das Vorkommen von Carboxylase im 
Blute des Menschen. 


Von 
Wilhelm Stepp und Behrend Behrens, 


(Aus der Mediz, Universitétsklinik zu GieBen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Dezember 1922.) 


Vor kurzem konnten W. Stepp und R. Feulgen den 
Nachweis fihren, daB der im Urin von Diabetikern?) ent- 
deckte Acetaldehyd auch als regelmibiger Bestandteil des 
normalen Harns zu gelten hat.’) Zu seiner Identifizierung 
war das charakteristische Reaktionsprodukt mit Dimethy]- 
hydroresorcin dargestellt worden. 

Die Frage, ob man auf Grund dieses Befunds berechtigt 
sei, den Acetaldehyd als normales Produkt des intermediiren 
Stoffwechsels zu betrachten, durfte als im bejahenden Sinne 
beantwortet gelten, wenn es gelang, sein regelmaBiges Vor- 
kommen auch im normalen Blute zu erweisen. Weitere Unter- 
suchungen hatten dann zu entscheiden, ob der Acetaldehyd 
etwa nur als ein unbedeutendes Nebenprodukt im Verlaufe der 
vielseitigen Umsetzungen auftriite oder ob ihm auch im Tier- 
kérper die zentrale Stellung zukime, die er nach den Unter- 


'!) W. Stepp u. R. Feulgen, Uber die Identifizierung der aldebyd- 
artig reagierenden Substanz im Harn von Diabetikern als Acetaldehyd. 
Diese Zs. Bd 114, S. 301 (1921). 

%) W. Steppu. R. Feulgen, Acetaldehyd ein Bestandteil des nor- 
malen Harns. Diese Zs. Bd. 119, 8. 72 (1922). 
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suchungen Neubergs und seiner Schiiler bei der Zucker- 
spaltung durch die Hefe einnimmt. 


































Ziel der Untersuchungen. 
Zu der Frage, welchen Weg der Zuckerabbau im tierischen 
Organismus geht, liegen zahlreiche Untersuchungen Km bdens})?) 
und seiner Schiiler vor. Von besonderer Bedeutung war der sich 


ch. dabei ergebende Hinweis, daB vermutlich die Brenztrauben- 
siurestufe dabei durchschritten werde, da diese Ketosiure 
im | die natirliche Verbindung einerseits mit dem EiweiBstoff- 





wechsel und andrerseits (iiber den Acetaldehyd) mit dem 
Fettstoffwechsel darstellt. 





Mit der Auffindung des Acetaldehyds im menschlichen 
Harn war nun zweifellos ein wichtiges Glied in der Reihe der 
Abbauprodukte des Zuckers gefaBbt worden. Ziel weiterer 
Forschungen muBte es nun sein, durch Zufiigung weiterer 
Glieder die Kette soweit zu vervollstindigen, dafB man 
den  schlieBlich ein liickenloses Bild des gesamten Zuckerabbaus 
nt- } vor sich sah. 
les Em Als besonders dringlich empfanden wir die Lésung der 
ing Frage, ob etwa die Brenztraubensiure als die Vorstufe des ge- 
ryl- fundenen Acetaldehyds anzusprechen sei. Die Brenztrauben- 
- siture selbst zu fassen, schien freilich bei der ungeheuren 
Ligt Reaktionsfihigkeit dieses Koérpers sehr wenig aussichtsreich. 
ren - Immerhin mubte der Versuch gemacht werden. R. Fricke, 
ine der sich sehr eingehend mit der Frage befafte*) und als ge- 
or: nauestes Verfahren die Kondensation mit Phenylhydrazin ver- 
er- wandte, konnte nun den Nachweis liefern, daB nennenswerte 
ryd Mengen von Brenztraubensiure weder im normalen Harne noch 
Jer — im Harne von Diabetikern vorkommen — es sei denn, daB die 
er- 


') Gustav Embden u. Max Oppenheimer, Uber den Abbau 
er der Brenztraubensiiure im Tierkérper. Biochem. Zs. Bd. 45, S. 186 (1912). 

_  Vgl. auch die friiheren Arbeiten von Embden und seinen Mitarbeitern, 
yd- die dort zitiert sind. 


yd. | *) Gustav Embden, Uber die Wege des Kohlehydratabbaus im 
| _  ‘Tierkérper. Klinische Wochenschr. 1. Jahrg., Nr. 9 (1922). 
ors *) Robert Fricke, Eine Untersuchung iiber das Vorkommen von 


Brenztraubensiiure im Diabetikerharn. Diese Zs. Bd. 119, S, 39 (1922). 
Tloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVII, 6 











82 Wilhelm Stepp und Behrend Behrens, 


Brenztraubensiure ,nicht doch noch irgendwie versteckt, d. h, 
mit einem anderen Korper verreagiert“ vorliege. 

Der von Fricke eingeschlagene Weg, der schon bei der 
Verarbeitung des Harns zu einem negativen Ergebnis fiihrte, 
schien voéllig ungangbar zur Entscheidung der Frage fiir das 
Blut. Vielleicht fiihrte hier ein anderes Vorgehen zum Ziel, 
Bekanntlich wurde im Jabre 1911 von Neuberg und Karezag 
in der Hefe ein Ferment entdeckt, das Brenztraubensiure mit 
groBer Leichtigkeit unter Kohlensiureabspaltung in Acetaldehyd 
iiberfiihrt; die beiden Forscher nannten es Carboxylase, 
Wenn der im menschlichen Kérper aufgefundene Acetaldehyd als 
intermediiires Glied der Zuckerspaltung die Brenztraubensiiure 
zu seiner Vorstufe hat, so darf méglicherweise seine Entstehung 
auch hier auf die Tatigkeit eines solechen Ferments zurickgefiihrt 
werden, das entweder in den Organen oder im Blute vorkommt, 

FKiir die Entscheidung dieser Frage war von Neuberg 
und seinen Schiilern ein gangbarer Weg geschaffen worden in 
der Ausarbeitung der sogenannten ,Abfangmethoden“, bei 
denen der gebildete Acetaldehyd sofort gebunden und vor 
weiterer Umwandlung bewahrt wird.') Man hiitte also eine 
bestimmte Menge Blutes, in dem man nach der Carboxylase 
fahndet, mit einer bekannten Menge einer Brenztraubensiiure- 
lésung zu versetzen unter Beifiigung des betreffenden Abfang- 
mittels fiir den entstehenden Aldehyd und nach lingerer Aul- 
bewahrung im Brutschrank nachzusehen, ob in dem Gemenge 
Aldehyd aufgetreten ist. Fiir dessen quantitative Bestimmung 
konnte ein von W. Stepp und R. Fricke neu ausgearbeitetes, 
sehr genaues Verfahren?) Verwendung finden. 


Untersuchung des menschlichen Blutes auf Acetaldehyd. 


Die neue Methode nach Stepp und Fricke (sogenannte 
Silbermethode)’) gestattet den Acetaldehyd mit groBer Ge- 


stufe bei der alkoholischen Girung. Kin experimenteller Beweis der 
Acetaldehyd-Brenztraubensiiuretheorie. Biochem. Zs. Bd. 89, 8. 365 (1918). 

*) W. Stepp u. R. Fricke, Eine einfache und exakte Methode zur 
direkten quantitativen Bestimmung von Acetaldehyd neben Aceton. 
Diese Zs. Bd. 116, S. 293 (1921). 
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nauigkeit auf Bruchteile eines Milligramms zu bestimmen. Es 
ist auf diese Weise auch leicht méglich, den Aldehydgehalt 
des normalen Harns nach vorheriger Anreicherung sicher zu 
ermittelo, Wir fanden in der gesamten Tagesmenge etwa 2 
bis 3 Milligramme. 

Wie bereits in der Einleitung betont wurde, hatten Stepp 
und Feulgen!) den sicheren Beweis dafiir, daB der im Harn 
entdeckte fliichtige Aldehyd mit Acetaldehyd identisch sei, 
durch die Darstellung des charakteristischen Kondensations- 
produktes mit Dimethylhydroresorcin?) mit dem _ richtigen 
Schmelzpunkt (188—140°) erbracht und den Befund durch 
Darstellung des Anhydrids mit dem Schmelzpunkt von 173 
bis 174° erhirtet. 

Ks ist verstindlich, daB fiir die Darstellung dieser krystal- 
linischen Produkte eine geniigend grobe Aldehydmenge zur 
Verfiigung stehen mu8. Vom lebenden Menschen Blut in der 
erforderlichen Menge zu erhalten, schien uns zunichst nicht 
méglich, und so versuchten wir yorerst, uns ganz allgemein 
von dem Vorhandensein eines fliichtigen Aldehyds zu iiber- 
zeugen. Das. gelang zu unserer Uberraschung sehr schnell 
und ohne sonderliche Schwierigkeiten, so dai wir sehr bald 
zu einem Versuch mit der quantitaven Silbermethode schritten. 
Das frisch durch AderlaB gewonnene Blut wird nach dem De- 
fibrinieren (durch Riihren mit dem Glasstab) mit Wasser auf 
das 4—5 fache verdiinnt, mit wenigen Kubikzentimetern diinner 
(etwa n/10)-Salzsiure versetzt und mit Wasserdampf destilliert.’) 
Das so erhaltene Destillat wird dann in der anderenorts 
ausfiihrlich beschriebenen Weise*)5) weiter verarbeitet. 

Mehrfache derartige Aldehydbestimmungen im 
normalen menschlichen Blute ergaben einen durch- 


1) a. a, O. 
*) Des Anhydroacetaldehyd- bis -dimethylhydroresorcins. 
*) Niheres iiber die Ausfiihrung der Destillation und die zur 
Verhiitung von Verlusten erforderlichen Vorsichtsmabregeln vgl. bei 
R. Fricke, Diese Zs. Bd. 118, S. 241 (1922). 
*) W. Stepp u. R. Fricke, a. a. O., diese Zs. Bd. 116, S. 72 (1921). 
’) W. Stepp, Zur Frage des Acetaldehydnachweises im Harn. 
Biochem. Zs. Bd, 127, S. 18 (1922). 
6* 
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schnittlichen Gehalt von 2—3 mg fir 100 ccm Blut, 
Freilich, der sichere Beweis, daB es sich hier wirklich um 
Acetaldehyd und nur um diesen handelt, konnte bisher wegen 
der Schwierigkeit, geniigend groBe Mengen von Untersuchungs- 
material zu erhalten, nicht erbracht werden. Immerhin, der 
mit jeder wiinschenswerten Sicherheit gefiihrte Nachweis des 
Acetaldehyds im Harn spricht mit aller Wahrscheinlichkeit 
dafiir, da& der im Blut gefundene fliichtige Aldehyd mit 
diesem identisch ist. 
Methodik. 

Wie schon kurz angedeutet wurde, sollte es unsere Auf- 
gabe sein, zu untersuchen, ob das menschliche Blut imstande 
ist, aus Brenztraubensiure Acetaldehyd abzuspalten; und zwar 
galt es, diesen Kérper im Augenblick seiner Entstehung ab- 
zufangen, um ihn vor weiterer Umsetzung zu bewahren. Die 
Frage, welche Methoden hierfiir geeignet seien, ist von Neuberg 
und seinen Mitarbeitern eingehend studiert und praktisch gelést 
worden in den Untersuchungen iiber die alkoholische Zucker- 
girung.') Hs zeigte sich, dab zum Abfangen des Acetaldehyds 
zwei verschiedene Verfahren benutzt werden kénnen, einmal 
die Bindung an sekundire Sulfite, wobei es zur Bildung von 
aldehydschwefligsauren Salzen kommt, und dann die Konden- 
sation mit Dimethylhydroresorcin (Dimedon). Fiir unsere 
Zwecke erschien zuniichst die erste Methode als die vorteilhaftere. 

Das Sulfitverfahren wurde von Neuberg und Reinfurth in 
der folgenden Weise verwandt.?) Das Girgut wird mit einer 
bestimmten Menge Dinatriumsulfit (Na,SO,) versetzt. Nach 
Ablauf der Girung wird zuerst das iiberschiissige Sulfit mit 
Chlorbaryum ausgefallt, dann im Filtrat das nach der Formel 


R-CHO + Na,SO, + H,O = RCH/OH\OSO,Na) + NaOH 
gebildete aldehydschwefligsaure Natrium mit Calciumcarbonat 
gespalten, sodann der freigemachte Aldehyd abdestilliert und 
bestimmt.’) 





1) a. a. O. 

2) a. a. O., Biochem. Zs. Bd. 89, S. 865 (1918). 

8) Beziiglich der Einzelheiten sei auf die Arbeit von Neuberg 
u. Reinfurth, Biochem. Zs. Bd. 89, 8. 365 (1918), verwiesen. 
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Wir haben anfangs versucht, uns streng an die Angaben 
yon Neuberg und Reinfurth’) zu halten, stieBen jedoch sehr 
bald auf Schwierigkeiten, zumal wir angesichts der geringen 
Aldehydmengen, mit denen wir es im Blute zu tun hatten, 
gezwungen waren, die Silbermethode von Stepp und Fricke?)’) 
zu verwenden, da das Rippersche Verfahren nicht genau genug 
erschien. Es zeigte sich nimlich sehr bald, daB es bei dieser 
Art des Arbeitens unméglich ist zu verhiiten, daB bei dem Ab- 
destillieren des Aldehyds kleine Mengen von freier schwefliger 
Siure, die sich der Bindung durch das Chlorbaryum entziehen, 
mit tibergehen und bei der quantitativen Bestimmung sich an 
der Reduktion beteiligen; im Destillat bekam man namlich 
beim Versetzen mit Baryumchlorid eine hauchartige Tribung. 
Diesen Ubelstand versuchten wir dadurch abzustellen, daB wir 
das Destillat mit frisch bereitetem Baryumhydroxyd genau 
neutralisierten (bis zur eben beginnenden Rosafairbung mit 
Phenolphthalein) und nochmals mit Calciumcarbonat destillierten. 
Aber auch dieses Redestillat war nicht vollkommen frei von 
reduzierender Substanz, weshalb neben jedem Versuch ein 
blinder Versuch nur mit Sulfit und Brenztraubensiure angesetzt 
wurde, 

Selbstverstiindlich wurde auch stets der Aldehydgehalt 
des Blutes fiir sich bestimmt. 

Die quantitative Aldehydbestimmung geschah in der 
andernorts ausfithrlich beschriebenen Weise*), wobei wir be- 
sonders auf die von Fricke®) mitgeteilten Verbesserungen ver- 
weisen méchten. 

Kin Punkt, der uns anfangs zuweilen Schwierigkeiten 
machte, verdient besonders hervorgehoben zu werden. In 
Fallen, wo die Aldehydmengen sehr klein sind, kommt das 





1) a. a. O. 

*) a. a. O., diese Zs. Bd. 116, S. 293 (1921). 

*) R. Fricke, Uber einige weitere Erfahrungen bei der Benutzung 
der ,,Silbermethode“ zur Bestimmung von Acetaldehyd..., Diese Zs. 
Bd. 118, S. 241 (1922). 

*) W. Stepp u. R. Fricke, a. a. O. 

*) a. a. O., diese Zs. Bd- 118, S. 241 (1922). 
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Silber manchmal zur kolloidalen Abscheidung und man 
erhailt dann statt eines Niederschlags eine farbige Loésung, 
deren Ton alle méglichen Farben (gelb, gelbbraun, rot bis rot- 
blau) zeigen kann. Nach Versuchen von B. Behrens gelingt 
es beinahe regelmibig, das kolloidal ausgeschiedene 
Silber durch Schitteln mit gereinigtem Kaolin doch 
noch zur Ausflockung zu bringen, so da8 nunmebhr ein 
klares Filtrat gewonnen wird. 


Ergebnis der Untersuchungen. 


Zur Gewinnung eindeutiger Ergebnisse war die Anstellung 
bestimmter Kontrollversuche, die neben dem Hauptversuche 
herzulaufen hatten, unerliBlich. 

1. Vor allem war es von Wichtigkeit, sich dariiber Auf- 
schluB zu verschaffen, wieviel von dem etwa gefundenen 
Aldehyd auf primar vorhandenen und _ sekundir 
wihrend der Bebriitung gebildeten zu beziehen sei. 
AufschluB hieriiber gab ein Versuch, in dem eine ebenso- 
groBe Blutmenge, wie im Hauptversuch, mit Di- 
natriumsulfit im Brutschrank gehalten und hiernach 
auf ihren Aldehydgehalt untersucht wurde. In dem 
dabei gefundenen Wert war dann stets gleichzeitig der sog. 
,»osulfitfehler* (der der Reduktion der Silberlésung 
durch iibergehende freie schweflige Siure entspre- 
chende Betrag) enthalten. 

Durch Abziehen des bei Ausfiihrung dieser ersten Kon- 
trolle erhaltenen Wertes von dem Werte des Hauptversuchs 
wurden also zwei wichtige Fehlerquellen ausgemerzt. 

Als Nebenkontrolle konnte die Ermittlung des Aldehyds 
in einer frischen Blutprobe dienen. Durch sie erfuhr man 
niheres tiber den Aldehydspiegel des frisch ent- 
nommenen Blutes. 

2. Von geringerer Bedeutung schien als weitere Kontrolle 
ein Versuch mit Brenztraubensiure und Sulfit ohne 
Blut. Die dabei etwa erhaltenen Werte waren auf freie 
schweflige Siure und vielleicht auch auf Spuren von Aldehyd, 
der durch Zersetzung von Brenztraubensiure (ohne Mitwirkung 
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eines Ferments) entstanden war, zu beziehen. Eventuell 
konnte man noch einen blinden Versuch mit Sulfit allein aus- 
fiihren und die dabei auftretende Reduktion ermitteln.') 

Diese Kontrollen, besonders die unter 1 aufgefiihrte, hatten 
neben jedem Hauptversuch herzulaufen. Waren sie unter 
vollig analogen Bedingungen angestellt, wie der Hauptversuch 
(gleiche Mengen, gleiche Volumina, gleiche Bebriitungszeit im 
Brutschrank), so waren grébere ‘Tiuschungen ausgeschlossen. 

Der Gang des Hauptversuchs gestaltete sich 
folgendermaBen:; Kin im Trockenschrank sterilisiertes Erlen- 
meyerkélbchen (von etwa 200 ccm) wurde mit 2 ccm einer 
Normal-Brenztraubensiurelésung beschickt (zu deren Bereitung 
ein durch Vakuumdestillation von kauflicher Brenztraubensiure 
erhaltenes Priparat diente)?) und dazu 5 cem n/10-Di- 
natriumsulfitlésung’) gegeben (was einen UberschuB von 
mehr als das Doppelte bedeutet, da ein Mol Brenztraubensiiure 
1 Mol Acetaldehyd liefert und dieser zur Bindung 1 Mol Sulfit 
bendtigt). Das Gemenge (Brenztraubensiure-Sulfit) wurde mit 
50 ccm sterilen destillierten Wassers verdiinnt und mit 50 ccm 
steril entnommenen frischen (noch nicht geronnenen) Blutes 
versetzt. 

Die oben beschriebenen Kontrollen wurden in analoger 
Weise angesetzt. 

Alle Proben wurden mit sterilen Wattebiuschen ver- 
schlossen und fiir 24 Stunden in den Brutschrank gebracht. 

Nach der Entnahme aus dem Brutschrank wurden die 
Kélbchen auf Eis gekiihlt, mit iquivalenten Mengen Baryum- 
chloridlésung (5 ccm n/10-BaCl,) versetzt und mit Wasser in 
einem MeBkélbchen auf das Volumen von 250 ccm gebracht. 
Der entstandene Niederschlag wurde im Kisschrank (durch ein 


) Es empfiehlt sich, beim Arbeiten mit der Silbermethode durch 
einen blinden Versuch mit destilliertem Wasser sich von der Reinheit 
seiner Reagenzien zu iiberzeugen; sind diese tadellos, so findet man das 
ganze vorgelegte Silber auf den Tropfen genau wieder. 

*) Die zuerst und zuletzt iibergehenden Anteile wurden nicht ver- 
wendet. 


*) kiufliches Dinatriumsulfit Na,SO, + 7H,0. 
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gehirtetes Filter) filtriert und das Filtrat solange zuriick- 
gegeben, bis es vollig klar war. Das Filtrieren machte oft 
ganz erhebliche Schwierigkeiten und erforderte sehr viel Zeit, 
einmal weil der entstandene Baryumsulfitniederschlag anfangs 
wegen seiner Feinheit durch das Filter ging und andrerseits 
der hohe KiweiBgehalt der Liésung das Filtrieren behinderte. 
Von dem klaren Filtrat wurde ein aliquoter Teil, wie schon 
oben beschrieben, der Destillation mit Calciumcarbonat (etwa 
3—5 g) unterworfen, das Destillat bis zur schwachen Rosa- 
firbung gegen Phenolphthalein mit frisch bereiteter, diinner 
Barytlésung versetzt und nochmals iiber Calciumcarbonat de- 
stilliert. Das Auftreten irgendwie stirkerer alkalischer Reaktion 
ist unbedingt zu vermeiden, da sonst ganz unkontrollierbare 
Aldehydverluste entstehen kénnen. 

In dem Redestillat wurde dann mittels der Silbermethode 
die Aldehydbestimmung ausgefiihrt. 

Ks bedarf nach dem Gesagten wohl keines besonderen 
Hinweises, daB nur bei sorgfiltigstem Arbeiten brauchbare 
Ergebnisse zu erhalten sind. DaB die Silbermethode zuver- 
lissige Aldehydwerte ergibt, dafiir konnten Stepp und Fricke’) 
ausreichende Belege bringen. Die besonderen Schwierigkeiten, 
mit denen wir bei den hier besprochenen Versuchen zu kimpfen 
hatten, lagen einmal in der Notwendigkeit, steril zu arbeiten, 
und dann vor allem in der groBen Zahl verwickelter und 
umstiindlicher MaBnahmen (wiederholtes langsames Filtrieren, 
mehrfaches Destillieren usw.), die leicht zu Verlusten fiihren 
konnten. Wir haben deshalb auf die schon erwihnten Kontroll- 
versuche stets das gréBte Gewicht gelegt. 

In der folgenden Tabelle bringen wir eine Ubersicht iiber 
eine Reihe von Versuchen, die frei von erkennbaren Feblern 
durchgefiihrt werden konnten. 

Das Blut stammte von Gesunden oder Leichtkranken, 
bei denen keinerlei Zeichen einer Stoffwechselstérung nach- 
zuweisen waren. Ks wurde meist morgens in niichternem 
Zustand entnommen, in einem sterilen MaBzylinder aufgefangen 





1) a. a. O., Diese Zs. Bd. 116, S. 293 (1921), 
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noch vor der Gerinnung in die entsprechend vorbereiteten 
und beschickten Erlenmeyerkélbchen gebracht. 











Tabelle: 

mn n # 5 Menge des gebundenen n/10-AgNO, in eem 

mn fo) : 
951098 — | in der | in cor 
fi|2¢ | Wauptversuch:| | Kontrolle: | lL: Kontrolle: 
s>(3o58] Blut+Sulft+ | © pein Sulfit + Brenz- 
Z | "24 | Brenztraubensiure | Blut + Sulfit traubensiiure 

1 40 1,15 0,58 | 0,38 

2 | 50 0,75 | 0,5 0,31 

3 | 50 1,75 | 1,0 0,38 

1 | 50 2.38 | 1,25 0,25 

D 50 0,44 | 0,42 0,3 

6 | 50 1,5 | 1,5 0,75 

7 | 50 1,75 | 1,13 | 0,38 

8 30 1,0 | 0,75 0,47 

9 | 40 0,75 0,5 0,65 

10 | 40 1,08 0,5 0,42 

11 50 1,53 | 1,4 0,6 








In die Tabelle sind neben dem Ergebnis des Hauptver- 
suchs (Blut + Sulfit + Brenztraubensiure) die Ergebnisse der 
Hauptkontrollen (Kontrolle I: Blut + Sulfit; Kontrolle Il: Sulfit 
+ Brenztraubensiiure) aufgenommen. In der zweiten Spalte 
findet sich die Menge des zu den Versuchen verwandten Bluts 
angegeben, in den folgenden sind die mittels der Silbermethode 
erhaltenen Titrationswerte verzeichnet, d.h. die Mengen der 
gebundenen n/10-AgNO,-Lésung in Kubikzentimetern. 

Vergleicht man die Zahlen des Hauptversuchs mit denen 
der beiden Kontrollen, so sieht man, daB die Werte des Haupt- 
versuchs fast durchgingig wesentlich héher sind als die der 
beiden Kontrollversuche; nur in den Versuchen 5 und 6 ist die 
Menge an reduzierender Substanz in dem Gemenge Blut + Sulfit 
ebenso groB wie in demjenigen, wo neben Blut und Sulfit noch 
Brenztraubensiure vorhanden ist. Sehr betrichtlich sind da- 
gegen die Differenzen in den Versuchen 1, 3 und 4. 

Wie schon oben ausgefiihrt wurde, haben wir auf die 
Kontrollversuche deshalb so groBes Gewicht gelegt, weil die 
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im Hauptversuch erhaltenen Reduktionswerte komplexer Natur 
sind. Zieht man von den Zahlen des Hauptversuchs die der 
Kontrolle I ab, so erhalt man mit noch einem geringen Fehler 
(vielleicht infolge Zersetzung minimaler Brenztraubensiure. 
mengen) die richtigen Werte fiir Aldehyd, der wihrend dey 
Bebriitung gebildet wurde; der genannte kleine Fehler wird 
mit dem Sulfitfehler zusammen in der II. Kontrolle angegeben, 
Vergleicht man die Zahlen der II. Kontrolle untereinander, 
so findet man (abgesehen von einigen Ausnahmen) im Durch- 
schnitt eine recht gute Ubereinstimmung; nach blinden Ver- 
suchen mit Sulfit allein und Brenztraubensiure allein sind die 
Zahlen der Kontrolle Il iiberwiegend auf den ,,Sulfitfehler« 
zuriickzufiihren. 

Von gréBter Wichtigkeit ist die Feststellung, daB in 
keinem einzigen Falle die Werte, die sich bei den 
Kontrollen I und II ergeben haben, iiber die des 
Hauptversuchs hinausgehen. 


Deutung der Versuchsergebnisse. 


Wie wir schon oben betont haben, sind die in den Haupt- 
versuchen (in denen Blut mit Sulfit und Brenztraubensiure 
bebriitet wurde) mittels der Silbermethode erhaltenen Werte 
fast durchgingig wesentlich héher und niemals hiedriger als 
die der Kontrollen; von diesen letzteren gibt uns die eine 
(Kontrolle I) an, welcher Betrag des Reduktionswerts auf Blut 
und Sulfit zu beziehen ist, die andere (Kontrolle II) unter- 
richtet uns iiber die GréBe der eventuell durch Zersetzung 
der Brenztraubensiure und des Sulfits bedingten Reduktion. 
Wir haben dadurch die Méglichkeit, uns ein ausreichendes 
Bild von der Beteiligung der einzelnen im Versuch verwandten 
Substanzen zu machen und uns vor Irrtiimern zu bewahren. 

Welcher Deutung sind nun die hier gefundenen 
Tatsachen zuginglich? Fir die Richtigkeit der Beobach- 
tungen als solche kénnen wir uns verbiirgen. Ihre Deutung 
ist dagegen deswegen nicht so ganz einfach, weil die erhaltenen 
Werte verhiiltnismiBig bescheiden sind, obschon sie (auch bel 
Beriicksichtigung des durch die schweflige Siure bedingten 
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Fehlers) bei der Mehrzahl der Versuche weit auBerhalb der 
Fehlergrenze liegen. 

Die fast durchweg hdheren Werte des Hauptversuchs 
(gegeniiber der Kontrolle I) kénnen nur auf die Anwesenheit 
der Brenztraubensiure bezogen werden. Wie aber entsteht 
aus dieser die reduzierende Substanz? DaB es sich nicht um 
eine einfache Zersetzung handelt, dafiir sprechen deutlich die 
Zahlen der Kontrolle II, in denen noch gleichzeitig der ,,Sulfit- 
fehler“ enthalten ist'); sie verméchten keinesfalls die Differenz 
zu erklaren. So bleibt also nur noch die Annahme, daB 
im Blut eine Substanz vorhanden ist, die aus Brenz- 
traubensiure Aldehyd abspaltet, m. a W., daB im 
menschlichen Blut Carboxylase vorkommt. Diese 
Deutung wird den tatsichlichen Befunden am ehesten 
gerecht. 

Die Kleinheit der gefundenen Werte an sich braucht nicht 
gegen ihre Beweiskraft zu sprechen, falls nur ihre Richtigkeit 
feststeht. Ubrigens geht aus den Arbeiten von Neuberg und 
Reinfurth hervor, daB die zur Gewinnung geniigender Aldehyd- 
ausbeuten benétigten Hefemengen recht betrichtlich sind. 

Im iibrigen darf man wohl im menschlichen Blute nur 
ganz minimale Mengen von Carboxylase iiberhaupt erwarten. 
Die Verhiltnisse sind doch von denen bei einem einzelligen, 
so ungeheuer rasch wachsenden Organismus wie der Hefe von 
Grund aus verschieden. 

SchlieBlich wire noch zu bedenken, daB, wie Neuberg 
schon festgestellt hat, auch das Dinatriumsulfit eine Gift- 
wirkung entfaltet, wenn diese auch wesentlich geringer ist 
wie beim sauren Sulfit. Es ist also nicht zu erwarten, daB 
man beim Arbeiten mit Sulfit iiberhaupt ein ganz richtiges 
Bild von den tatsichlichen Verhiltnissen bekommt; héchst- 
wahrscheinlich behindert das Sulfit die Tatigkeit der Carboxylase. 
Insofern wire es zweckmiBiger, anstatt des Sulfits das Di- 





1) DaB in der Tat immer etwas schweflige Siure mit iibergeht, 1aBt 
sich ja, wie wir bereits betonten, daraus erkennen, daB die Destillate 
mit Baryumchlorid noch immer eine Spur Triibung (durch Bildung von 
Baryumsulfit) zeigen. 




































92 W. Stepp u. B. Behrens, Brenztraubensiiure die Vorstufe usw. 


methylhydroresorcin (Dimedon) als Abfangmittel zu ver. 
wenden, wenn dem nicht methodische Schwierigkeiten im Wege 
stiinden. Das Reaktionsprodukt des Dimedons mit Acetaldehyd 
wire aus einer so eiweiBreichen Fliissigkeit, wie es das Blut 
ist, nur mit gréBter Schwierigkeit zu gewinnen, ja in den 
kleinen Mengen vielleicht iiberhaupt nicht. 

Ks ist natirlich wiinschenswert, die gewonnenen Befunde 
durch weitere Untersuchungen zu erhirten und, wenn mdglich, 
die Beweisfiihrung noch schirfer zu gestalten. Die nichste Auf- 
gabe wird es sein, in der gleichen Weise steril gewonnene 
Organgewebe (etwa Leber u. dergl.) zu untersuchen. Wir haben 
mit solchen Versuchen bereits begonnen. Sollten die dabei 
gewonnenen Ausbeuten wesentlich gréBer sein, so wiirde das 
eine wichtige Stiitze unserer SchluBfolgerungen bedeuten. 











Studien itiber das Wachstum von Raupen. 
Von 
Emil Abderhalden. 


(Mit 3 Figuren im Text.) 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, Dezember 1922. 

Von dem Gedanken ausgehend, daB Raupen von Schmetter- 
lingen, wie itbrigens jugendliche Stadien von Arthropoden 
iiberhaupt, ein besonders geeignetes Material zum Studium 
jener Stoffe sein kénnten, die Einflu8 auf das Wachstum 
haben, habe ich vor mehreren Jahren umfassende Versuche 
iiber die Wachstumsverhiltnisse bei Raupen des Wolfsmilch- 
schwirmers durchgefihrt. Es interessierte mich eine ganze 
Reihe von Fragestellungen, Es ist bekannt, dab jede Raupenart 
einen engbegrenzten Nahrungsbereich hat, ja manche Raupe 
ist auf eine bestimmte Pflanzenart angewiesen. Gelingt es in 
einzelnen Fallen die Raupen an andere Nahrung zu gewohnen, 
dann zeigen sich zumeist ganz ausgesprochene Folgeerschei- 
nungen, manchmal schon an den Raupen selbst, zumeist aber 
besonders auffallend an der Ausbildung des Schmetterlings 
und vor allen Dingen an der Farbung seiner Fliigel. Es ist 
von groBem Interesse, der Frage nachzugehen, welche Be- 
deutung die spezifische Kinstellung bestimmter Tiere auf eine 
bestimmte Nahrungsart hat. Ferner zeigen die Raupen ein 
sehr rasches Wachstum, wobei gewohnlich mehrere Hiutungen 
durchlaufen werden. Es folgt dann eine Zeit ohne Nahrungs- 
aufnahme, worauf sich dann die Verpuppung anschlieBt. 
Unsere erste Aufgabe war, das normale Wachstum von Wolfs- 
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milchschwiirmerraupen bis zum Stadium der Verpuppung zu 
verfolgen, um daran anschlieBend beurteilen zu kénnen, ob es 
moglich ist das Wachstum durch Zufuhr bestimmter Stoffe zu 
beeinflussen. Ks wurden eine ganze Reihe von Stoffen geprii(t: 
Hefeausziige, aus Organen mit Inkretbildung gewonnene Stoffe, 
eine ganze Reihe von Aminosiuren ('Tryptophan, Cystin, Glu- 
taminsiiure, Arginin, Lysin, Histidin usw.) Diese Substanzen 
wurden in Wasser gelist. Die Reaktion der Lésung wurde 
neutral gehalten und dann in feinem Spray auf die Nahrungs.- 
pflanze aufgespritzt. Das Aufspritzen wurde alle halben 
Stunden wiederholt. Ein bestimmter eindeutiger KinfluB auf 
das Wachstum war nicht erkennbar. 

Von den erhaltenen Resultaten an normal wachsenden 


Tabelle 1. 


Wasser- und Aschegehalt von Wolfsmilchschwiirmerraupen. 








Aschengehalt 
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0,2776 | 0,0380 | 86,32] 0,0034 | 8,94 | 1,224 
0,6188 | 0,0923 | 85,09] 0,0066 | 7,15 | 1,066 
0,6909 | 0,0832 | 87,95] 0,0073 | 8,77 | 1,056 
0,8344 | 0,1017 | 87,81] 0,0100 | 9,83 | 1,198 
0,9132 | 0,1039 | 88,62] 0,0086 | 8,27 | 0,941 
0,9457 | 0,1225 | 87,05] 0,0121 | 9,87 | 1,885 
1,7951 | 0,2794 | 84,44] 0,0217 | 7,76 | 1,208 
2,1286 | 0,2638 | 87,61] 0,0192 | 7,27 | 0,902 
2,7436 | 0,6106 | 77,74] 0,0245 | 4,01 | 0,892 
8,0639 | 0,5546 | 81,91] 0,0332 | 5,98 | 1,083 
8,7931 | 0,8888 | 76,57] 0,0367 | 4,12 | 0,967 
83,9223 | 0,8917 | 77,25] 0,0291 | 3,26 | 0,741 
4,2675 | 0,8062 | 81,11] 0,0332 | 4,10 | 0,777 
5,0253 | 1,1076 | 77,96] 0,0510 | 4,60 | 1,014 
$,2111 | 0,8019 | 75,03] 0,0332 | 4,14 | 1,033] Beginn des Einspinnens 
2,4186 | 0,6257 | 74,12] 0,0364 | 5,81 | 1,505] Kurz vor der Hiutung 
(Verpuppung) 

2,0813 | 0,5326 | 74,41] 0,0247 | 4,63 | 1,187] Kurz nach der Hiutung 
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u Wolfsmilchschwarmerraupen seien einige Daten mitgeteilt, die 
‘3 [fF allgemeines Interesse haben und vielleicht bei anderen Unter- 
u — suchungen von Wert sein kénnen: 
t: - Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick titber den Wasser- 
eo, [ und Aschegehalt von Wolfsmilchschwirmerraupen in _ver- 
i- [F schiedenen Stadien ihrer Entwicklung bis zur Verpuppung. 
n [EF Man erkennt, daB der Wassergehalt im Laufe der Entwicklung 
‘ Tabelle 2. 
, Stickstoffgehalt von Wolfsmilchschwirmerraupen. 
u Lebendgewicht 01 N 
i 

D ee eer 

04824 1,915 

0.6167 1,67 
" (),6200 1,47 

0,9874 1,37 
7 1,3436 1,30 

1,5344 1,715 

1,6616 1,42 

18893 1,54 

2.4847 1,3 

3,0238 1,48 

83,2983 1,47 

3.5119 1,565 

83,8356 1,75 

4.3639 1,75 

4.8304 1,90 

4,6128 2,145 Beginn des Einspinnens 

3.3413 2.506 

83,0499 2,59 

2.2487 2,62 Kurz vor der Verpuppung 

83,3402 2,49 » nach ,, ” 

2,6123 2,96 ” ” ” ” 

2,3622 2,94 ” ” ” ” 

Schmetterlinge 
0,5179 5,34 kurz nach dem Auskriechen 

18 0.7966 4,86 ” ” ” ” 
g 1,1141 5,03 .  - | él ” 

0,8095 = Mittel obiger 3 N-Bestimmungen- 
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der Tiere abnimmt. Der Aschegehalt zeigt, berechnet auf das 
Lebendgewicht der Tiere, gewisse Schwankungen, die jedoch 
zum Teil wenigstens auf die mehr oder weniger starke Fiillung 
des Darmes mit Nahrung zuriickzufiihren sein diirften. 

Auf das Trockengewicht der Tiere berechnet, zeigt der 
Aschegehalt im Laufe der Entwicklung eine betriichtliche 
Abnahme. 

In Tabelle 2 ist der Stickstoffgehalt von Wolfsmilch- 
schwirmerraupen in verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung 
mitgeteilt. In allen Fallen tritt vom Moment des Kin- 
spinnens zum Zwecke der Verpuppung eine Zunahme des 
Stickstoffgehaltes, in Prozenten ausgedriickt, ein. Es hingt 
dies ohne Zweifel mit dem Verlust des Kérpers an Wasser 
zusammen. Interessant ist der relativ hohe Stickstoffgehalt 
der Schmetterlinge. 

Der Verlauf der Gewichtskurve wihrend der Entwicklung 
der Raupe ist in Fig. 1 in einer Kurve dargestellt. Man er- 
kennt, dab der Verpuppung eine ganz betrichtliche Abnahme 
des Kérpergewichtes vorausgeht und zwar ist diese in Be- 
sonderheit auf einen Verlust an Wasser zuriickzufiihren. Wir 
haben die Verpuppung auch mittelst der automatischen Licht- 
hebelwage studiert. In der Fig. 2 ist der Kérpergewichts- 
verlust von Raupen dargestellt, die sich zur Verpuppung 
zuriickgezogen haben. Es ist dann weiterhin das Verhalten 
von Puppen durch Monate hindurch verfolgt worden. Ks 
zeigte sich, daB unmittelbar nach der Verpuppung erheblichere 
Gewichtsverluste eintreten als spiiter. In den Wintermonaten 
betrug der Gewichtsverlust der Puppen pro Tag und Gramm 
0,000 19—0,000 20 g. 








(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


Von 


H. vy. Euler und K. Josephson. 
Mit 2 Figuren im Text, 





(Der Redaktion zugegangen am 29, Dezember 1922.) 


Inhalt: 


1. Inaktivierung durch Jod ‘ 
a) EinfluB der Inkubationszeit 


b) Zeitlicher Verlauf der feshiiviernng . ‘ 
c) Versuche mit wechselnder Enzymkonzentration . 


d) EinfluB der Aciditiit . 


2. Inaktivierung durch Brom ' 
a) Einflu8 der Inkubationszeit . ee 
b) Versuche mit verschiedenen Brommengen . 


c) Versuche mit verschiedenen Enzymkonzentrationen 


38, Zusammenfassung . 


4. Beilagen 


1. Inaktivierung durch Jod. 


Inaktivierung der Saccharase durch Halogen. 




















Seite 
99 
99 

102 
104 
106 


107 
107 
108 
110 


110 
112 


a) Einflu8 der Inkubationszeit. Die ersten Versuche 





iiber die Inaktivierung der Saccharase durch Jod*) haben zu 
dem auffallenden Ergebnis gefiihrt, daB die Aktivitat der 
Saccharase zwar schon durch recht geringe Jodmengen er- 
niedrigt wurde, daB aber eine Steigerung der zugesetzten Jod- 
menge keine stirkere Inaktivierung zur Folge hatte, sondern 
daB eine deutliche Inaktivierungsgrenze erreicht wurde. Diese 


1) Euler u. Landergren, Biochem. Zs, Bd. 131, S. 386 (1922). 
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Inaktivierungs- oder Vergiftungsgrenze1) erwies sich bei den 
orientierenden Versuchen unabhingig vom Reinheitsgrad der 
angewandten Enzymlésungen. An Priparaten von so ver- 
schiedener Inversionsfihigkeit If wie 3, 7,54 und 95 wurde unter 
den gleichen Bedingungen die gleiche relative Inaktivierung 
hervorgerufen. 

Die durch Jod inaktivierte Saccharase konnte Lander- 
gren mittels Thiosulfat nicht wieder regenerieren, und dieses 
Ergebnis wird durch unsere Versuche bestiitigt. 

Zur Erklirung dieser T'atsachen kommen wir auf die 
friiher geiuBerte Vermutung zuriick, dab wir mit Saccharasen 
verschiedener Aktivitiit zu rechnen haben. Hiernach wiirde 
die Inaktivierungsgrenze dadurch bedingt sein, daB die Saccha- 
rase unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen das Maxi- 
mum von Jod aufgenommen hat, und daB die dadurch ent- 
standene ,,Jodsaccharase“ ebenfalls eine enzymatische Wirk- 
samkeit besitzt, welche aber nur einen Bruchteil derjenigen 
der natiirlichen Saccharase ausmacht. Nimmt man fiir diese 
einstweilen den maximalen Wirksamkeitswert J finax, = 230 an, 
so wiirde fiir ,Jodsaccharase* Jfmax, nur etwa 47°/, davon, 
also rund 110 betragen.?) 

Wie an einer anderen Stelle*) erwihnt wurde, versuchen 


') Wenn gelegentlich in dieser Mitteilung wie in friiheren der Aus- 
druck Vergiftung des Enzyms statt Inaktivierung gebraucht wird, so 
geschieht dies nur der Kiirze des Ausdrucks wegen. ,,Vergiftung“ ist 
ein medizinischer Begriff und bedeutet einen im allgemeinen recht kom- 
plizierten Erscheinungskomplex, welcher durch eine Summe von Funk- 
tionsstérungen gekennzeichnet ist und den Tod von Zellen, Organen 
oder ganzen Organismen herbeifiihren kann. Die Ursache einer Ver- 
giftung ist in vielen Fiillen eine Enzyminaktivierung. 

Es erscheint tiherhaupt nicht zweckmiaBig, einfachere und _be- 
stimmtere , chemische oder physikalische Bezeichnungen durch kom- 
pliziertere medizinische zu ersetzen; keinesfalls wird die Aufklirung der 
medizinischen Erscheinungsgebiete dadurch geférdert. 

*) Man kann dies zunichst darauf zuriickfiihren, daB die A ffinitiit 
der ,,Jodsaccharase“ zum Rohrzucker eine geringere ist, die der Saccha- 
rase selbst. Siehe auch S. 104. 

*) Euler u. Josephson, Sv. Vet. Akad., Arkiv f, Kemi Bd. 8, 
Nr. 23 (1922). 
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wir, die event. gebildete ,,Jodsaccharase“ zu isolieren, wie wir 
friher versucht haben, die Inaktivierung mit Silbersalz durch 
die Isolierung einer ,,Silbersaccharase“ zu ergiinzen.’) 

Als wir zur Vorbereitung dieser Versuche das Studium 
der genannten ,Jodvergiftung* begannen, zeigte es sich, dab 
dieselbe bedeutend komplizierter war, als man aus den vorher- 
gehenden Versuchen hitte erwarten kiénnen. Der Inakti- 
vierungsgrad erwies sich nimlich in hohem MaB von der Zeit 
abbangig, wihrend welcher man das Jod auf die Saccharase 
einwirken lieB. Wir wollen diese Zeit als ,,Inkubationszeit* 
bezeichnen, 

Bei allen von Kuler und Landergren_beschriebenen 
Versuchen betrug die Inkubationszeit 60 Minuten, d. h. nach- 
dem eine gewisse Menge Enzymlésung mit einer gewissen 
Menge Jodlésung gemischt war, vergingen 60 Minuten, bevor 
der Inversionsversuch begonnen wurde. Bei unseren Wieder- 
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Fig. 1. 


holungen dieser Versuche beobachteten wir bei dieser und bei 
kiirzeren Inkubationszeiten eine Inaktivierungsgrenze; nur wenn 
die Inkubationszeit auf mehrere Stunden ausgedehnt wurde, 
wuchs der Inaktivierungsgrad mit der Jodmenge so, daB bei 
Anwendung hinreichender Jodmengen und bei geniigend langer 
Inkubationszeit die Saccharase vollkommen inaktiviert wurde. 
Die Versuchsreihen 1—3 sind in Tabellen zusammengefaBt 
und werden durch die Figur 1 anschaulich gemacht. 





) Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 55, S. 2416 (1922) und 
Bd. 56, S. 446 und 453 (1923). 
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Fir diese Versuche wurde, soweit nichts anderes angegeben 
ist, eine Enzymlésung von Jf = 66 angewandt, welche durch 
wiederholte Sorptionen gereinigt worden war.') Von dieser 
Lésung gab 1 ccm unter unseren gewdhnlichen Versuchs- 
bedingungen k-104=115. Das Trockengewicht betrug 0,84 mg. 
Die Aktivitaét war wihrend der Dauer der Versuche vollstindig 
konstant. (Beilage 1, 7, 13, 54). 

Der Titer der angewandten Jodlésung anderte sich im 
Verlauf der Zeit nur unbedeutend. Er wurde von Zeit zu 
Zeit mit Thiosulfat bestimmt. Zu Beginn der Versuche ent- 
hielt 1 ccm 0,49 mg freies Jod, welcher Betrag schlieBlich auf 


0,46 mg sank. Auferdem enthielt die Jodlésung 1 mg JK 
per Kubikzentimeter. 


Versuchsreihe 1. Inkubationszeit 1 Min. 






































mg Jod 0 0,011 0,023 | 0,046 | 0,10 | 0,46 
k+10* 115 80 71,5 66 60 54 
k rel. 100 10 62 57 52 47 
Beilage Nr. | 1 2 3 ee a ee 
Versuchsreihe 2. Inkubationszeit 1 Stunde. 
mg Jod 0 0,025 0,049 0,098 0,25 0,49 
k-10¢ 115 54 50 45 45 43 
k rel. 100 47 43,5 89 39 37 
‘Beilage Nr.[ 7 | 8 eS Ss 
Versuchsreihe 8. Inkubationszeit 16 Stunden. 
mg Jod 0 0,025 0,049 0,095 0,49 
k-10* 115 28 2,1 1,9 <1 
k rel. 100 24 1,8 1,7 
Beilage Nr. | 13 | 14 | 15 | 16 17 





b) Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung. Da nach 
den Versuchsreihen 1—3 die Inkubationszeit einen groBen 
HinfluB auf den Grad der Inaktivierung ausiibt, haben wir 
auch untersucht, wie die Inaktivierung zeitlich verliuft. Zu 
diesem Zweck wurden 20 ccm Saccharaselésung mit 1 ccm 





1) Josephson, Sv. Vet. Akad., Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 26 (1923). 
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Jodlésung, entsprechend 0,46 mg freien Jods versetzt. Nach 



































en 
ch yollstandiger Mischung wurde eine Probe von 2 ccm entnommen 
er und zu einem Inversionsversuch verwendet. In uihnlicher Weise 
18- wurde nach gewissen Zeitabschnitten verfahren. Die Liésung 
rg. wurde zur Verhinderung photochemischer Einfliisse auf das 
ig Jod in einer braunen Glasflasche mit eingeschliffenem Stopfen 
verwahrt. Wie die folgende Tabelle zeigt, nimmt die Aktivitat 
m mehr und mehr ab und nahert sich asymptotisch einem sehr 
Ai niederen Wert (Fig. 2). Daraus kann man schlieBen, daB die 
t- Saccharase das Jod in wenigstens zwei Stufen aufnimmt; zuerst 
uf wird verhaltnismiBig schnell die vor kurzem_beschriebene 
K | Jodsaccharase“ gebildet, welche selbst eine gewisse Inversions- 


fihigkeit besitzt (hypothetisch Jfnax. = 1087), hierauf geht die 
Jodierung bzw. Oxydation durch Jod mit geringerer Geschwin- 

_ digkeit weiter und fihrt zu enzymatisch inaktiven oder sehr 
wenig aktiven Produkten. 

In der Tabelle sind in der vierten Zeile unter k,-10* 
diejenigen Werte aufgenommen, welche man erhidlt, wenn man 
versucht, die Inaktivierungsgeschwindigkeit als monomolekulare 
Reaktion zu berechnen und sie durch eine Konstante dar- 

- zustellen. Darunter stehen die Werte fiir den nach der Formel 
fir bimolekulare Reaktionen berechneten Koeffizienten £,*. 
































Kinwirkungs- 
dauer 0,05 1 6 24 48 72 192 
Stunden 
.. 104 
a+ 30 118 | 116 72 39 21 | 16 8,7 
per 2 ccm 
k rel. 100 98 61 35 23 13,6 | 7,4 
ke+ 104 _ “ 358 | 190 | 138 | 120 68 
kf + 108 ie on 11 . 7 9 7 
Beilage Nr.| 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 


Es muB hervorgehoben werden, daB bis jetzt noch nicht 
festgestellt ist, ob Jod die Saccharase nach einer stéchio- 
metrischen Beziehung inaktiviert. Es steht einstweilen die 





) Vgl. Chem. Ber. Bd. 56, S. 446 und 453 (1923). 
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Moglichkeit offen, daB Jod die Inaktivierung der Saccharase 
katalysiert, also nicht im Endprodukt vorkommt und dem- 
gemiB eine gréBere Anzahl Saccharasemolekiile inaktivieren 
kann, als seiner eigenen Anzahl Molekiile entspricht. 


c) Versuche mit wechselnden Enzymkonzen- 


trationen. 


Versuchsreihe 5, 


Inkubationszeit 10 Minuten. 








Zu jedem Versuch 0,10 mg Jod. 



































eem Enzymlésung 1 2 8 4 5 
k+10* ohne Gift 115 230 345 460 575 
k+10* mit Gift 53 105 152 210 251 
Vergiftung, k-Einheiten 62 125 193 250 324 
Vergiftung °/,. ; 54 54 56 54 56 
idlags Me. [2 | 2 | 27 | 2 | 29 

. Versuchsreihe 6. Inkubationszeit 10 Minuten. 
Zu jedem Versuch 0,028 mg Jod. 

eem Enzymlésung 1 2 3 4 5 
k-10* ohne Gift . 115 230 845 460 575 
k-10* mit Gift 56 114 156 224 285 
Vergiftung, -Einheiten 59 116 189 236 290 
Vergiftung °/, . 51 50 55 51 50 


























mM. ....¢ «ce to oe Pk 


Da in der ersten Reaktionsphase der Grenzwert der In- 
aktivierung zu 50°/, gefunden wurde, so lige es nahe an- 
zunehmen, da die katalysierte Reaktion in einer Kondensation 
besteht, etwa in der Kondensation von 2.SH-Gruppen zu 
—S—S—, entsprechend der Oxydation von Cystein zu Cystin. 
Solche Annahmen sind natiirlich noch rein hypothetisch. 

Diese Versuchsreihen zeigen, daB der Inaktivierungsgrad 
im untersuchten Gebiet von der Enzymkonzentration unab- 
hingig ist. Dieses Ergebnis ist sehr auffallend und unerklar- 
lich, falls nicht in beiden Fallen die Jodmengen hingereicht 
haben zur Erreichung der bei kurzen Inkubationszeiten ein- 
tretenden Vergiftungsgrenze. Den Versuchsreihen 1 und 2 
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gufolge sollte dies indessen nicht der Fall gewesen sein. Des- 
halb wurde eine neue Versuchsreihe angestellt mit einer Enzym- 
lésung von bedeutend héherem Reinheitsgrad wie die friher 
angewandten; es war nimlich nunmehr /f = 182 statt Jf = 66. 
Die Jodmenge wurde auf 0,01 mg herabgesetzt. 

Die folgende Tabelle enthailt unser Ergebnis. Sie zeigt, 
daB bei hinreichend hohen Enzymkonzentrationen die an- 
gewandte Jodmenge nicht ausreicht, um die Vergiftungsgrenze 
zu erreichen. Gleichzeitig sieht man, daB die Jodmengen. 
welche man tatsiichlich zur Inaktivierung braucht, auBerordent- 
lich klein sind. So geht aus dem letzten Versuch (mit 15 ccm 
Enzymlésung) hervor, daB 0,01 mg Jod imstande sind, eine 
Saccharasemenge zu inaktivieren, welche 430 k-Einheiten (bei 
den von uns stets angewandten Versuchsbedingungen) entspricht. 
Da indessen die Wirksamkeit der Saccharase unter diesen Be- 
dingungen nur auf die Halfte des totalen Wertes heruntergeht, 


Versuchsreihe 7. Enzymlésung /f = 182; /-10* = 146. 
Beilagen 35 u. 36. Inkubationszeit 60 Min. Zu jedem Versuch 0,01 mg Jod. 





























cem Enzymlésung 1 2 3 4 5 10 15 
k-10* ohne Gift . . | 146 | 292 438 584 730 | 1460 | 2190 
k-10* mit Gift. . . TL | 155 234 298 393 | 1130 | 1760 
Vergiftung, k-Einheiten}] 75 | 137 | 204 | 286 | 337 330 | 430 
Vergiftung °/), . . .] Sl 41 47 49 46 23 20 
Beilage Nr. . . . .[ 37 | 38 | 89 | 40 | 41 | 42 | 48 


so wiirde — wenn eine solche Berechnungsweise erlaubt ist — 
eine Saccharasemenge entsprechend 860 k-Kinheiten vom Jod 
beeinflu8t worden sein. Diese Saccharasemenge entspricht 
2,3mg Priparat von Jf= 182 oder 1,8 mg Priparat von 
If = 230. 1 g-Atom Jod wiirde also 22000—23000 g Saccha- 
rase dieses Reinheitsgrades zur Hilfte inaktivieren kénnen, 
1 g-Molekiil die doppelte Menge. 

Kine so starke Inaktivierung ist mit anderen Saccharase- 
giften, z. B. Silbersalzen, noch nicht gefunden worden. Wenn 
nun auch beziiglich der Berechnungsweise die schon an- 
gedeuteten Vorbehalte gemacht werden miissen, so steht doch 
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fest, daB Saccharaselésungen schon gegen auBerst kleine Mengen 
freien Jods empfindlich sind. 

d) KinfluB der Aciditat. Da es méglich war, daB die 
,Jodsaccharase“ von der Aciditét in ganz anderer Weise ab- 
hingt, als die unverinderte Saccharase, wurde ihre Aciditiits. 
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empfindlichkeit durch eine besondere Versuchsreihe untersucht. 
Die verschiedenen Acidititsgrade wurden durch Acetatpuffer 
eingestellt. Auf der alkalischen Seite konnten wegen der 
Gegenwart des Jods keine Messungen ausgefiihrt werden. 


Versuchsreihe 8. Zu jedem Versuch 2 cem Enzymlésung und 
0,10 mg Jod. Inkubationszeit 60 Minuten, 











Pu 2,65 3,40 4,20 4,45 5,9 

k+ 10 69 84 92 92 89 

k rel. 5 91 100 100 97 
‘Beilage Nr.| 44 | 45 =| 46 | 47 | 48 


Die Werte fiir 4 rel. (A bei optimalem py ist gleich 100 
gesetzt) zeigen, daB die Aciditaétskurve einer event. ,,Jod- 
saccharase“ mit der bekannten Saccharasekurve recht nahe 
iibereinstimmt. Die ,,Vergiftung“ scheint also von der Aciditat 
des Reaktionsgemisches ziemlich unabhingig zu sein. 
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™ 2, Inaktivierung durch Brom. 

! a) Kinflu8 der Inkubationszeit. Wiahrend sich bei 
le der Inaktivierung durch Jod der Inaktivierungsgrad mit der 
s Inkubationszeit stark andert, scheint bei der Inaktivierung 
: durch Brom die Inkubationszeit keine wesentliche Rolle zu 


spielen, da die Saccharase von dem in der Lisung anwesenden 
Brom sofort eine bestimmte Menge aufnimmt und dabei bis 
gu einem gewissen Grad ,,vergiftet“ wird, worauf sich der In- 
aktivierungsgrad mit der Zeit nicht weiter indert. DemgemaB 
wurde auch keine ,,Vergiftungsgrenze“ gefunden, vielmehr er- 
wies sich nach Zusatz hinreichender Brommengen die Inakti- 
vierung schon nach kurzen Inkubationszeiten vollstandig. 

Zwischen der Inaktivierung durch Brom und durch Jod 
bestehen somit erhebliche Unterschiede, was zunichst auf die 
gréBere Reaktionsfihigkeit des Broms gegeniiber organischen 
Substanzen zuriickgefiihrt werden kann. An anderer Stelle?) 
sind schon rein chemische Versuche iiber die Aufnahmefahig- 
keit von Invertinpriparaten fiir Brom und Jod mitgeteilt 
worden, aus welchen die weitergehende Kinwirkung von Brom 
auf die untersuchten Praiparate hervorging. Eine Einwirkung 
von Jod konnte damals nicht mit Sicherheit nachgewiesen 
werden. 

Aus den oben mitgeteilten Inaktivierungsversuchen mit 
Jod geht jedoch hervor, daB die mit Saccharase reagierenden 
Jodmengen so klein sind, daB sie durch die in der zitierten 
Arbeit angegebene Versuchsmethodik nicht nachgewiesen werden 


Versuchsreihe 9. 10 ccm Enzymlésung (Jf = 66) wurden mit 0,40 ccm 
Bromwasser, entsprechend 0,10 mg Br, versetzt. Von Zeit zu Zeit 
wurden 2 ccm ausgenommen und die Aktivitit bestimmt. 











Kinwirkungsdauer 0,08 2 5 24 48 

in Stunden (5 Min.) 
| k + 108 123 122 120 114 116 
| Beilage Nr. | 49 | 5o | s1 | 582 58 





1) Euler u. Josephson, Sv. Vet. Akad., Arkiv f. Kemi Bd. 8, 
Nr. 23 (1922). 
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konnten. Brom wurde dagegen in ziemlich erheblichen Mengen 
aufgenommen. Zur vollstindigen Inaktivierung sind indegsep 


schon wesentlich geringere Brommengen erforderlich, wie aus | 


der vorstehenden Versuchsreihe hervorgeht. 

Die drei ersten Inversionsversuche wurden bei 18,5° aus. 
gefiihrt, die letzten bei 17,7° Reduziert auf die gleiche en. 
peratur werden alle Reaktionskonstanten innerhalb der Ver. 
suchsfehler gleich groB. Kine Verinderung der Aktivitiit mit 
der Zeit trat also nicht ein. 

b) Versuche mit verschiedenen Brommengen, 
Wihrend bei der Jodvergiftung der Inaktivierungsgrad mit 
der Jodmenge nicht iiber eine gewisse Grenze stieg, wenn dic 
Inkubationszeit kurz war, vermag Brom offenbar, wie schon 
erwihnt, jeden beliebigen Inaktivierungsgrad hervorzurufen, 
Bei einigen Versuchen erwies sich die Inaktivierung pro- 
portional mit dem Bromgehalt (Versuchsreihe 10), wihrend die 
Inaktivierung bei anderen Versuchen unregelmiiBiger verlief 
(Versuchsreihen 11 und 12). 


Versuchsreihe 10. Inkubationszeit 5 Minuten. 
Zu jedem Versuch 1 cem Enzymlésung 1f = 66. 





mg Brom 0 0,004 0,010 0,020 
k+10* 115 95 61 4,2 
k rel. 100 82,5 53 3465 
Beilage Nr. | 54 | 55 | 56 | 57 


Versuchsreihe 11. Inkubationszeit 5 Minuten. 
Zu jedem Versuch 1 cem Enzymlésung /f = 66. 





mg Brom 0 0,005 0,010 0,018 0,025 
k+10* 115 110 59 28 14 
k rel. 100 96 51 24 12 


Beilage Nr.| 54 | 5s [| 59 | 60 | 61 


Versuchsreihe 12. Inkubationszeit 10 Minuten. 
Zu jedem Versuch 1 cem Enzymlésung If = 182. 





mg Brom 0 0,0035 0,006 0,012 0,024 
k+10' 145 103 51 54 8 
k vel. 100 71 35 37 5,5 
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Versuchsreihe 13. Enzymlisung Jf = 66. k-10*= 116. Beilage 67. 
Inkubationszeit 10 Min. Zu jedem Versuch 0,025 mg Brom. 









































eem Enzymlésung 1 2 3 4 5 
k-10* ohne Gift. . . | 116 232 348 464 580 
k-10* mit Gift . . . 0 13 112 265 353 
Vergiftung, k-Einheiten — 219 236 199 227 
Vergiftung °/). . . . 100 94 64 43 39 
Beilage Nr. . aoe | 68 | 69 | 10 | 71 | 72 


Versuchsreihe 14. Enzymlésung Jf= 182. k-10* = 148. Beilage 78. 
Inkubationszeit 10 Min. Zu jedem Versuch 0,020 mg Brom. 
































eem Enzymlésung 1 2 4 6 10 
k+10* ohne Gift. . . 148 296 592 888 1480 
k+10° mit Gift . . . 2,4 25 305 612 1215 
Vergiftung, & Einheiten — 271 287 276 265 
Vergiftung °),. . . . — 92 48 31 18 
Beilage Nr. . . . . | 4 | & | w | w | 18 


Kin Vergleich zwischen den Versuchsreihen 10 und 11 
ergibt, daB eine gewisse Menge Brom die Aktivitaét nicht immer 
um einen gleichen Betrag erniedrigt. Wiahrend in ersterem 


© Versuch die Kinwirkung von 0,02 mg Brom zu beinahe voll- 


stiindiger Inaktivierung fiihrte, so war in letzterem Fall nach 
der Kinwirkung von 0,025 mg Brom noch 12°/, der Aktivitat 
der Saccharase unverindert. Auch die Versuchsreihe 12 zeigt 
den KintluB von Zufalligkeiten. Die Inaktivierung durch die 
kleinsten Brommengen verliuft ganz regelmaBig, wihrend beim 
Versuch mit 0,012 mg Brom die Vergiftung nicht so groB war 
wie sich hitte erwarten lassen. Diese Unregelmifigkeiten 


' kénnen darauf beruhen, daB die Saccharase mit dem Halogen 


in verschiedener Weise in Reaktion treten kann (vgl. Inakti- 
vierung durch Jod) und daB das Brom an verschiedenen Stellen 
des Saccharasemolekiils die Aktivitit verschieden beeinfluBt. 
Die zur Vergiftung erforderliche Brommenge ist ja, wie er- 
wihnt, nur ein Bruchteil von derjenigen. welche aufgenommen 
wird. Auch die inaktiven Verunreinigungen kénnen aller 
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Wabhrscheinlichkeit nach mit Brom reagieren. Alle Berech. 
nungen eines ,,Bromaquivalentes‘ sind deswegen wenigstens 
ebenso unsicher wie die Berechnungen des Jodiquivalents und 
erheblich unsicherer als die Berechnungen des _,,Silberiqui. 
valentes“.') 

Aus der Versuchsreihe 12 la8t sich aus den Mittelwerten 
der ersten Vergiftungsversuche berechnen, daB 1 mg Brom 
rund 14000 4-Kinheiten inaktiviert, entsprechend 37 mg Saccha. 
rase von Jf = 182 oder 30 mg Saccharase von Jf = 230. 1¢. 
Atom Brom entspricht also 2400 g Saccharase des angegebenen 
Reinheitsgrades. 1 Molekil Br, inaktiviert also 4000—5000¢ 
Saccharase. Dieser Wert stimmt der GréBenordnung nach 
volistiindig mit dem aus der Silbervergiftung berechneten 
,silberiiquivalent“ itiberein.?) 

c) Versuch mit verschiedenen Enzymkonzen- 
trationen. Zwei verschiedene Versuchsreihen (13 und 14) sind 
ausgefiihrt worden, unter Variation der Enzymmenge, und zwar 
wurde im einen Versuch eine Lésung von /f = 66, im anderen 
eine solche mit /f = 182 angewandt. 

Wie aus den T'abellen hervorgeht, war die Inaktivierung, 
ausgedriickt in k-Kinheiten, in jedem Versuch bei allen Enzyn- 
konzentrationen beinahe gleich. In der ersten Serie war die 
Totalvergiftung etwas geringer als in der zweiten. Dies kann 
darauf beruhen, daB die Verunreinigungen eine gewisse Menge 
Brom aufgenommen haben. Ein Vergleich mit den Versuchs- 
reihen 5, 6 und 7 zeigt, wie verschieden die Jod- und Bron- 
vergiftungen tatsichlich sind. Bei den Jodvergiftungen steigen 
die Inaktivierungsgrade, ausgedriickt in k-EKinheiten, in der 
ganzen Versuchsreihe, was wenigstens im Anfang auf der autl- 
tretenden Vergiftungsgrenze der 50°/,igen Vergiftung berult. 


Zusammenfassung. 


1. Die Jodvergiftung ist stark abhingig von der In- 
kubationszeit, indem bei Zusatz einer hinreichenden Menge 





1) Euler, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3583 (1922). 
2) Euler u. Myrbick, Sy. Kem. Tidskr. Bd. 84, S. 222 (1922). 
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ech. Jod bei kurzer Inkubationszeit die Aktivitat auf rund die 
tens Halfte erniedrigt wird, worauf die weitere Inaktivierung be- 
und deutend langsamer erfolgt. 

qui- 2. In Saccharaselésungen von hohem Reinheitsgrad scheint 


Jod eine stirkere Wirkung auszuiiben, als die anderen unter- 
rten suchten ,,Gifte*. 1g-Atom Jod ist unter gegebenen Be- 





rom [ dingungen ausreichend, um die Wirksamkeit von 20000 g In- 

cha- vertin von Jf = 230 auf die Halfte zu erniedrigen. 

1g. 3. Die so auf die Hialfte vergiftete Saccharase zeigt das 

nen gleiche pg-Optimum wie die unveranderte Saccharase. 

00g 4. Bei der Bromvergiftung wurde keine Inkubationszeit 

vach gemessen. 

eten 5. Aus einer Anzahl Versuche wurde ein ,,Bromiquivalent 
berechnet, welches der GréBenordnung nach mit dem aus 

ens friheren Inaktivierungsversuchen berechneten Silberiquivalent 

sind iibereinstimmt. 
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Fos] &O 
g] Pls 
fi 2]: 
= lan) ies 
40 2,62 
60 2,57 
150 2,40 2,1 
60 2,60 
150 2,42 1,9 
60 2,63 
180 2,58 a 
20 1,16 117 
29 0,68 116 
39 0,28 121 
27 0,80 117 
38 0,38 115 
18 1,75 70 
27 | 1,38 | 70 
40 0,87 75 
85 1,45 41 
50 1,37 88 
70 1,00 38 
60 1,65 28 
95 1,10 26 
125 | 0,78 | 26 
105 1,47 15 
135 1,17 17 
300 1,70 4,5 
410 1,48 4,2 
47 1,08 53 
62 0,76 53 
15 1,62 98 
23 1,02 115 
32 0,75 103 
8 1,80 147 
12 1,43 151 
16 1,07 158 
10 1,30 | 206 
13 0,95 | 215 
3 2,08 | 250 
6 1,60 | 251 
30 1,53 54 
40 1,18 57 
61 0,65 58 
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0,57 
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0,82 
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Sorption von Saccharase durch Tonerdehydrat. 
Von 


H. vy. Euler und K. Myrbiick. 
Mit 2 Figuren im Text, 
























(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) ‘ 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Dezember 1922.) “oak "4 





Die nachstehend mitgeteilten Versuche') sind weniger zur rae 
Ausarbeitung der Sorptionsreinigung von Enzymen, also weniger 
9, | in praparativer Absicht angestellt, als zum Studium der Bin- 
dungsart zwischen Enzymen, speziell Saccharase, und Tonerde- 
hydrat. Besonders wollen wir untersuchen, ob es sich nicht 
bei der Vereinigung von Saccharase und Al(OH), um eine Salz- 
bildung handelt, deren an sich einfacher Verlauf durch ver- 
612 schiedene Umstiinde verschleiert wird. 

Bisher wurde nur eine Modifikation von Tonerdehydrat 
untersucht, nimlich die, welche durch Fiallung von kochender 
1215 F) Aluminiumsalzlésung mit kochendem 15 °/, igen Ammoniak er- 
halten wird und von Willstatter und Racke angewandt 
wurde. Die Fallung wurde 10 Stunden weitergekocht und 
hierauf durch Dekantation wahrend einer Woche gereinigt, bis 
das Wasser keine Fiarbung mit NeBlers Reagens mehr gab. 
Die Fallung wurde stets unter Wasser aufbewahrt. Zu den 
Versuchen wurden nach Umschiitteln die gewiinschten Mengen 
herausgenommen. Die Suspension enthielt 0,02 g Al,O, per ccm. 
Zu den Versuchen wurden verschiedene Enzymlésungen 
angewandt, tiber welche friiher nihere Angaben gemacht worden 
sind. Versuche an hochgereinigten Enzymlésungen sollen bald 
folgen, 


305 





‘) Vorgetragen in der Sitzung der schwed. Akad. d. Wiss. am 
8. Miirz 1922. — Siehe Vet. Akad. Archiv f. Kemi 8, Nr. 22; 1922. 
g* 
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I. EinfluB der Menge des Tonerdehydrates 
auf die Sorption; geringe If. 


5 ccm Lésung 2C2,1 vom Trockengewicht 1,43°/, gaben 
(a. a. O. Beil. 15) eine Konstante 4-104 = 111. Die Inversions. 
fihigkeit (If) betrug 0,7. 

30 com 2C2,1 + 15 com Tonerdehydrat-Suspension (0,30 ¢ 
Al,O, entspr.) standen 1 Stunde lang und wurden hierauf 
filtriert; die Aciditét wurde elektrometrisch bestimmt; p,, = 7,00. 











A 4 es 0 
eem Emulsion g Al,O, k-10 fiir 10 cem Sorbiert |, des 
Filtrat Enzyms 
15 0,30 0 100 
6 0,12 33 82 
2 0,04 145 20 











Um zu untersuchen, ob die Saccharase sich wirklich in 
der Tonerdehydratemulsion befand, wurde folgender Versuch 
angestellt. 

Das aus dem ersten Versuch abfiltrierte Tonerdehydrat 
wurde in Wasser aufgeschlemmt, welches hierauf mit Zucker 
und Phosphatlésung so vermischt wurde, daB das Volumen wie 
gewohnlich 60 ccm betrug. Man erhielt nun k-10* = 594 
(a. a. O. Beil. 22). Berechnet 4-104 = 666. Ob die beobachtete 
Verminderung von 10°/, darauf beruht, daS Tonerdehydrat 
bei der Filtration verloren gegangen ist, oder da das Enzym 
nicht vollstindig ausgelést wurde, bleibt unentschieden. 


II. EinfluB der Aciditit auf die Sorption durch 
Tonerdehydrat; If = 0,7 — 20. 


A. 


Folgende Tabelle zeigt, daB die Sorption nach Zusatz von 
Essigsiure (Nr. 1) nicht merklich geringer ist als bei neutraler 
Reaktion (Nr. 4). Auch in schwach alkalischer Lésung (Nr. 5) 
tritt Sorption ein, die Ausbeute ist aber nicht so groB. Dieses 
Ergebnis entspricht demjenigen von Willstitter und Racke. 
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Sorption von Saccharase durch Tonerdehydrat. 






























Enzymlésung: 20 2,1. 
Tonerdehydrat-Suspeusion enth. 0,02 g Al,O, per ccm. 
























































Mischung: 3 ccm Suspension + k-10* | Sorption in 
= Nr4— in 10 cem| °/, der urspr. 
ecm Enzymlés. Zusatz Py Filtrat | Wirksamk. 
S- fee WS ern eno eae ae RY et re a ao 8 no = nn a a a a ee et 
1 15 2 ecm verd. Essigs. | 4,50 33 75,3 
)g 2 15 0,5 g KH,PO, | 5,26 138 25,0 
anf 15 0,4g¢ KH,PO, | 5,48 136 26,5 
00 4 5 — 7,01 23 87,6; 82 a 
5 15 2ccem verd. Amm. | 8,76 17 43,0 hae ba 
des Dagegen scheint KH,PO, spezifisch die Sorption zu : 
verhindern. Dies hangt vermutlich. mit der Fiahigkeit des i 
sauren Kaliumphosphates zusammen, mit oder ohne Zusatz von 
Zucker die Saccharase aus dem Tonerdehydrat herauszulésen.") 
Zur Charakterisierung des Tonerdehydrates und iiberhaupt 
von Sorbentien Ahnlicher Art kann die Feststellung dienen, 
ao wieviel Kluens einer gegebenen Menge des zu untersuchenden 
uch Sorbens gerade das Gleichgewicht hilt. 
B. 
: Bei den zu diesen Versuchsreihen verwendeten Saccharase- 
‘ lésungen war der Autolysesaft schon vorher mit Tonerde be- 
a handelt worden; sie besaBen den Minutenwert 6,5; die Lésung 
1 (5 ccm) gab die Konstante k- 104 = 140. 
Sorptionszeit stets 1 Stunde. 
ra 
ym Versuchsreihen I und II. Phosphat als Puffer. 
Versuchsreihe I: 
10 cem Enzymlésung -+ 10 ecm Phosphatlésung + 1 cem Tonerdehydrat- 
Suspension (0,02 g Al,Q,). 
°/, Enzym 
k + 104 lo Rasy 
Pir sorbiert 
"ae ioe es eee 8 
waa 6,04 87 38 
- 7,00 91 35 
‘ ‘i 8,21 90 36 ci 
me ') Vgl. hierzu auch Willstaétter u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, ag ; 


8.53 und zwar S. 55 (1921). 
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Versuchsreihe II: 


10 cem Enzymlésung + 10 cem Phosphatlésung + 5 com Tonerdehydrat. 
Suspension (0,10 g Al,0,). 




















7, Enzym 

k+ 104 oe 

Py sorbiert 
4,47 41 63 
5,71 83 26 
6,84 16 33 
8,24 64 46 


Bei diesen Versuchen verlief also die Sorption der Sac- 
charase in Gegenwart von Phosphat sehr unregelm&bBig: 
vermutlich beruht dies auf einer verschieden weit gehenden 
Bildung von Aluminiumphosphat, welches seinerseits Sorptions- 
wirkungen ausiibt.’) 


Versuchsreihen ITI—VII. Essigséure und Ammoniak als Puffer. 
Versuchsreihe IIT: 


10 ccm Enzymlésung + 10 cem verd. Essigsiure oder NH, + 5 cem Ton- 
erdehydrat-Emulsion (0,10 g A1,0,). 








o, Enzym 
Ie 104 lo y 
Pir sorbiert 
3,3 57 55 
4,6—8,5 _ 100 
9,5 46 59 








Die Punkte sind in der Figur mit © bezeichnet. 


Versuchsreihe V: Fortsetzung der Versuchsreihe III. 








0! 
/, Enzym 




















k +104 
Pu sorbiert 
3,5 23 79,5 
3,7 9 94 


Die Punkte sind in der Figur mit A bezeichnet. 





1) Man muB sich natiirlich dariiber klar sein, daB Tonerdehydrat 
mit Puffern verschiedener Aciditit nicht stabil sein kann, sondern sich 
zu beiden Seiten seines isoelektrischen Punktes langsam umsetazt. 
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Zusammenfassung von III und V. 


Sorption von Saccharase durch Tonerdehydrat. 























i0 cem Enzymlésung + 10 cem verd. Essigsiiure oder NH, + 1 cem Ton- 








Versuchsreihe IV: 


erdehydrat-Emulsion. 





a Py °/, sorbiert Pa °/y sorbiert 

: 3,3 55 5,0 100 

4 3,5 79,5 5,31 100 

e 3,7 94,0 6,0 100 

4,3 100 7,35 100 
4,68 100 8,5 100 
4,9 100 9,5 * 59 




















o/, Enzym 
k , 104 /0 y 
PH sorbiert 
3,5 47 65 
3,8 15 89 
8,5 2 99 


Die Punkte sind in der Figur mit © bezeichnet. 


Versuchsreihe VI: Fortsetzung der Versuchsreihe IV. 

















- 104 */o Enzym 
Py — sorbiert 
3,5 38 66 
3.6 33 11 
3,7 29 14 
6,5 aw 100 








Die Punkte sind in der Figur mit x bezeichnet. 


Zusammenfassung von IV und VI. 








°/, sorbiert 




















°/, sorbiert 





100 
100 
100 

99 
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Versuchsreihe VII; If = 19,6: 


10 ecm Enzymlésung + 3 ccm Tonerdehydrat-Emulsion. 
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Fig. 2. 











Zusammenfassung. 

Py °/, sorbiert Pa %/, sorbiert 
3—3,5 30 etwa 7,3 82,8 
3,3 —4 46,4 ~ 71 

etwa 4,5 17,9 . 2 46,4 
6—6,5 89,5 
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Wahrend sich die durch Fig. 1 dargestellten Versuche auf 
Enzymlésung If = 6,9 beziehen, sind die der Fig. 2 zugrunde 
liegenden Versuche mit einer wesentlich reineren Enzymlésung, 
If = 19,6, ausgefiihrt. 


t 3 Versuche zur Elution der Saccharase. 


25 com 2C02,1+6ccm Tonerdehydrat-Emulsion (0,12 g 
Al,O,). Nach 1/, Stunde geben 10 ccm der abzentrifugierten 
Lisung &-10*= 40. Sorption somit 70°/,. Das abzentri- 3 
fugierte Tonerdehydrat wird 2 mal mit destilliertem Wasser i i 

















gewaschen. Gesamtvolum des Waschwassers 40 ccm; enzy- alka 

matisch unwirksam. Mit reinem Wasser geht somit die Sac- ae 

charase nicht in Lésung. a 4 

Tonerdehydrat wird in 50 ccm Wasser aufgeschlemmt, oI 4 

welches 5 g Rohrzucker und 20 ccm 4°/, ige KH,PO, enthilt. a 4 

Die Aktivitat wurde gemessen: sak i 

; Minuten porn 

0 3,00 
15 -- 0,15 
etwa 200 — 1,08 








Das Tonerdehydrat wurde abzentrifugiert und dann in 
60 com der gewoéhnlichen Inversionslésung aufgeschlemmt. Es 
ergab sich k-104= 65. Daraus geht hervor, daB ein be- 
deutender Teil der Saccharase nicht ausgewaschen worden war. 

Die Zuckerlésung, welche die Hauptmenge der Saccharase 
enthielt, wurde 2 Tage durch Kollodiumsicke dialysiert. 40 ccm 
Enzymlésung wurden dabei gewonnen, von welchen 10 ccm 
k-10* = 60 gaben. Das Trockengewicht betrug nach Doppel- 
bestimmungen 0,043 °/,; hieraus ergibt sich If = 6,7. 


Versuche zur Sorption eines Autolysesaftes. ) a : 

Der Autolysesaft (42) wurde aus Unterhefe in der iiblichen a . 
Weise gewonnen; wegen seiner Herstellung kénnen wir auf ae 
unsere Mitteilung im Archiv f. Chemie der schwed, Akademie ay 


d. Wiss. Bd. 8, Nr. 22, S. 11 verweisen. 
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1. 


1. Vorversuch. 100 ccm 42 +25 ccm Tonerdehydrat- 
Emulsion (0,50 g Al,O,) bleiben 1 Stunde stehen. 20 ccm des 
Filtrates ergaben bei der Inversion die Konstante 0: Sorption 
somit vollstandig. 

Die Fallung wurde mehrere Male gewaschen und in so 
viel Zuckerlésung aufgeschlemmt, daB das Volumen 50 ccm 
(40°/, Rohrzucker) betrug. Die Mischung wurde 20 Minuten 
lang geschiittelt, worauf die Tonerde abzentrifugiert wurde. 
Die Drehung betrug 38 Minuten nach der Mischung + 12,50". 
Die Drehung wurde dann in Zwischenriumen von einigen 
Minuten verfolgt; %-10*, reduziert auf gewéhnliche Zucker. 
menge, betrug etwa 35-10-*. Nur 5°/, der Saccharase des 
Sorbates waren in Lésung gegangen.') Daf die Saccharase 
sich immer noch auf der Tonerde befand wurde in einem be- 
sonderen Versuch nachgewiesen, in welchem das nicht zentri- 
fugierte Sorbat zwecks Inversion in einer gewdhnlichen Zucker- 
lésung aufgeschlemmt wurde. 


2. 


7 Liter Lésung 42 werden mit etwa 25 g Tonerdehydrat 
versetzt. Die Mischung wird geschiittelt und steht dann iiber 
Nacht. Die Tonerde wird abfiltriert und gewaschen; 20 ccm 
des Filtrates liefern bei der Inversion k-104=12. Somit 
waren 97°/, der Saccharase sorbiert. 

Tonerdehydrat wurde in 1 Liter Wasser aufgeschlemnt, 
welches 20°/, Rohrzucker und etwa 1°/, KH,PO, enthielt. 
Die Mischung wurde geschiittelt und nach 1 Stunde wurden 
100 ccm (stark gelb gefirbt) abfiltriert. Nach 3 tagiger Dialyse 
wurden die 100 ccm von einer geringen Fillung abfitriert; die 
nunmehr farblose aber etwas triibe Lésung besaB ein Trocken- 
gewicht von 0,064°/,. Bei der Inversion gaben 5 ccm 
k-10*= 101. MHieraus berechnet sich If = 15,17. 

Der Rest der Zuckerlésung wurde nach etwa 4 Stunden 
abfiltriert. Aktivitit: 5 cem Lésung gaben 4-104 = 152. 





1) Siehe hierzu Willstitter u. Kuhn, a.a.O. S. 54 u. 55. 
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Hieraus berechnen wir fiir 1 Liter dieser Lésung eine Aus- 
beute von 64°/, der Saccharase des Sorbates. Rohrzucker 
+ Phosphat lésen also viel vollstandiger aus als Zucker allein, 
wie bereits Willstatter gefunden hat. 


























is Mit den 800 ccm, welche jetzt noch iibrig waren, wurde 
0 ein Dialyseversuch angestellt: 
line Ein Teil wurde in 3 Kollodiumschliuchen dialysiert. 
vag Dauer der 5 cem geben Trockengew. te 
de. FF Dialyse k+ 104 = °/, 
0°, SS eee = a 
cen ff) 12 Stunden 121 0,224 5,2 
er. 41 Stunden 114 0,11 9,95 
“a 3 Tage 112 0,133 8,1 
on Durch einmalige Sorption mit Tonerde kann also aus 
. einem verhaltnismaBig schlechten Autolysesaft leicht eine Enzym- 
ied, lésung von der Inversionsfahigkeit If = 5—30 gewonnen werden. 
as, Beim Herauslésen des Enzyms aus der Tonerde mittels Rohr- 
zucker und primirem Kaliumphosphat wurde bei diesen und 
anderen Versuchen eine Ausbeute von 60—80°/, erhalten. 
Bei der Dialyse treten indessen recht groBe Verluste auf. 
rat Dieselben variieren zwischen 5 und 50 °/,. 
ber 
cn Versuche tiber die Rolle des Acetons bei der Sorption der 
mit § Saccharase durch Tonerdehydrat. 
Versuch a. 
Bs 10 ccm Autolysesaft B + 2 ccm Wasser + 1 ccm Tonerde- 
om hydrat-Emulsion (0,02 g Al,O,). Nach 1/, stiindiger Sorptions- 
ssi zeit liefert das Filtrat 4-104= 172. Da die Lésung (unter 
‘ie Beriicksichtigung eines Verlustes) die Konstante 200 hitte 
a © geben sollen, finden wir die Sorption zu 14°/.. 
cn Versuch b. 


10 ccm Autolysesaft B+ 2 ccm Wasser + 3 ccm Tonerde- 

len hydrat-Emulsion (0,06 g Al,O,). Das Filtrat gibt £-10* = 163. 
52. Sorption somit 19 °/.. i 
Wie sich schon friher gezeigt hatte, wird also durch a 
Tonerdebehandlung des rohen Autolysesaftes nur eine sehr 1 
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unvollstindige Sorption erreicht. Es wurde deshalb nach 
Willstatter versucht, die Sorption durch Acetonzusatz zu 
erhéhen. 

Versuch c. 


100 ccm Autolysesaft B + 25ccm Tonerdehydrat-Emulsion, 
10 cem Filtrat geben 4-104 = 205. Sorption somit gering. 


Versuch d. 


100 ccm Autolysesaft B+ 40 ccm Aceton (keine Fallung) 
+ 25 ccm Tonerdehydrat-Emulsion. 10 ccm Filtrat geben 
k-10*= 14, Somit war die Wirksamkeit der Loésung_ iiber 
90°/, zuriickgegangen. Uber den Verbleib der entsprechenden 
Saccharasemengen haben wir uns durch folgenden Versuch 
orientiert: 

Das Tonerdesorbat wurde in 50 ccm 0,04 °/, igem Ammoniak 
aufgeschlemmt. Nach 1 Stunde wird filtriert; 10 ccm der 
Lésung (mit 20 ccm Phosphat versetzt und auf p, = 4,88 
gebracht) gaben nur unbedeutende Inversion. Sodann wurde 
1/, der gesamten Sorbatmenge zur Inversion verwendet; es 
wurde gefunden &-10* = 200, wahrend 2500 zu erwarten ge- 
wesen wire. Hiernach war es nicht mehr zweifelhaft, daf 
eine starke Zerstérung des Enzyms eingetreten war, was sich 
mit den Befunden von Willstatter und Racke deckt. 

Auf Grund dieser Erfahrungen haben wir zur Erhéhung 
der Sorption an Tonerde seither nur Alkohol angewandt. 
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Eine Modifikation des Fuldschen Verfahrens zur Be- 
stimmung von Pepsin. 
Von 
Rich. Ege. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Dezember 1922.) 


Obschon zur Bestimmung von Pepsin eine groBe Anzahl 
von Methoden ausgearbeitet worden sind, ist es noch nicht ge- 
lungen, ein Verfahren aufzufinden, das gleichzeitig einigermaBen 
schnell und leicht ausfiihrbar ist und dabei dennoch als wirklich 
genaue Methode gelten diirfte. Die meisten Verfahren be- 
anspruchen bei der Ausfiihrung viel Zeit und besitzen keine 
iiberaus groBe Genauigkeit; das von Mett angegebene ist zwar 
sehr leicht, aber nur wenig empfindlich und somit fiir exaktere 
Bestimmungen ungeeignet. Die meisten der in gréBerem Um- 
fange angewandten Pepsinbestimmungsverfahren beruhen auf 
dem Prinzip, daB die durch die Pepsinverdauung gebildeten 
Verdauungsprodukte leichtléslicher oder schwerer zu fallen 
sind als der urspriingliche Proteinstoff. : 

Man kan hier entweder als Substrat einen gefallten 
Proteinstoff, am besten in der Gestalt einer feinen und halt- 
baren Suspension benutzen und untersuchen, wie die Probe 
nach Pepsinzusatz allmahlich aufklirt, oder mit einer homogenen 
Proteinstofflésung arbeiten, die bei angemessener Behandlung 
gefallt werden wiirde, wahrend die durch die Pepsinverdauung 
gebildeten Zersetzungserzeugnisse nicht gefallt werden. 

Als Suspension hat man Ricin (Jacoby & Solms)}, aus- 


) Solms Zs. f. klin. Med. Bd. 64, S. 159 (1907). 
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koaguliertes HiihnereiweiB (Liebmann)') oder mit Sulfosalicy)- 


siure gefilltes Serum (Michaelis)”) benutzt. 

Die beiden letzteren Verfahren scheinen wesentlich ge. 
nauer zu sein, als die meisten anderen vorgeschlagenen Me. 
thoden. 


Das Liebmannsche Verfahren bietet den Vorteil dar, daf : 
es keine ,,Reihenmethode“ ist; mittels eines einzigen Versuches 


gewinnt man eine Bestimmung und hat zu dem Ende nicht 
wie bei den iibrigen genannten Verfahren eine Reihe von Ver. 
suchen anzustellen. 

Sowohl in methodischer als in theoretischer Beziehung ist 
es jedoch am besten, von der homogenen Proteinstofflésung 
auszugehen und ihr Fallungsverhiltnis nach der Pepsinverdauung 
(im Vergleich mit der Fiallung vor der Verdauung) zu unter- 
suchen. 

Als Proteinstofflésung hat man teils Edestin benutzt und 
die Fallung mit Natriumchlorid untersucht (Fuld & Levison)*) 
teils Casein mit Natriumacetat als Fallungsflissigkeit (Gro 8)‘, 
teils Globin — Fallung mit Ammoniak (G14Bner)5), 

In allen diesen Fallen wurde folgendermaBen verfahren: 
es wurde in einer Reihe von Glisern eine bestimmte Menge 
Substrat (Suspension oder Lésung) abgemessen, dazu wurde 
dasselbe Volum von der Lésung gesetzt, deren Pepsinaktivitit 
man in zunehmender Verdiinnung zu bestimmen wiinscht (z, B. 
mit 100°/, Unterschied zwischen den einzelnen Proben 1/1, 
1/2, 1/4). 

Die Proben bleiben eine bestimmte Zeitlang (z. B. 1/, Stunde) 
bei konstanter Temperatur stehen, wonach man, wenn man mit 
einer Suspension zu tun hat, untersucht, welchen Verdiinnungs- 
grad man hat anwenden miissen, um eine vollstindige Klirung 
zu erzielen; oder wenn man von einer homogenen Protein- 
lésung ausgegangen ist, wird nun zu samtlichen Proben die- 





1) Med. Klinik Nr. 47 (1909). 

*) Biochem. Zs. Bd. 105, S. 60 (1920). 

3) Biochem. Zs. Bd. 6, S. 473 (1907). 

*) Berl. klin. Wochenschr. Bd. 451, 8. 643 (1908). 
5) Biochem. Zs. Bd. 127, S. 312 (1922). 
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selbe Menge eines angemessenen Fiallungsmittels gesetzt und 
dann festgestellt, welchen Verdiinnungsgrad man hat anwenden 
miissen, damit keine Fiallung eintreten sollte. 

In den Proben, in denen entweder eben eine vollstindige 
Klirung stattgefunden hat oder die Fiallung eben ausbleibt, 
muB die Pepsinaktivitat dieselbe sein. Mittels des bekannten 
Verdiinnungsverhialtnisses wird sodann die Pepsinkonzentration 
der urspriinglichen Probe berechnet.!) Das Verfahren ist ein 
recht langsames; wiinscht man die Pepsinaktivitit mit einer 
Genauigkeit von etwa 20°/, zu bestimmen, mu man oft zwei 


| Reihen von Versuchen anstellen, eine mit 10 Glaisern und 


darauf eine andere mit 5 Glisern. 

AuBerdem sind aber die Verfahren nicht genau genug, da 
es iiberaus schwer sein kann, zu entscheiden, ob die Fliissig- 
keit ganz klar bleibt, oder ob sie fein nebelig wird; der Uber- 
gang geschieht jedenfalls bei dem Fuldschen Verfahren sehr 
allmaihlich, so daB die Methode in ihrer allgemeinen Form nicht 
fiir diejenigen Zwecke hinreichend genau ist, auf die ich bei 
meinen Pepsinbestimmungen abzielte. 

Ich nahm daher eine Modifikation des Edestinverfahrens 
in Angriff; das Wesentliche bei meiner Abinderung beruht 
darauf, daB ich die Verdauung nicht fortschreiten lasse, solange 
die Lésung nach dem Salzzusatz ganz klar bleibt, sondern bis 
sie nach dem Salzzusatz einen bestimmten Umklarheitsgrad 
aufweist, und ferner darauf, daB das Verfahren keine Serien- 
methode, sondern eine Titrationsmethode ist, da nach der Ver- 
dauungsperiode Salz zugesetzt wird, bis der bestimmte Un- 
klarheitsgrad eintritt. Je mehr Salz zugesetzt werden mubB, 
bevor der bestimmte Fillungsgrad eintritt, um so kraftiger 
war die Pepsinverdauung und um so gréfBer die Pepsinkonzen- 
tration, vorausgesetzt, daB alle sonstigen Momente (Zeit, Tem- 
peratur, Reaktion und ,,hemmende Stoffe“) konstant waren. 
-¥) Man hat behauptet, dies Verfahren sei das korrekteste fiir die 
Bestimmung und den Vergleich der Pepsinkonzentration zweier Proben. 
Wie in einem spiiteren Aufsatz tiber die Pepsinbindung gezeigt werden 
wird, ist keineswegs gegeben, daB Proben, welche in 1/1 und z. B. 1/100 


Verdiinnung dasselbe Verdauungsresultat ergeben, Pepsinkonzentrationen 
aufweisen, die einander entsprechen wie 1 und 100. 
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Wenn man auf empirischem Wege durch verschiedene 
Verdiinnungen eines konstanten Pepsinpriparates eine Ein. 
stellungskurve herstellt, d.h. bestimmt, wie viel Salzlésung, 
wenn 1, 2,3 ...Kinheiten Pepsin vorhanden waren, nach der 
Verdauung zur Edestinlésung gesetzt werden sollen, um einen 
bestimmten Fallungsgrad hervorzurufen, kann man bei eip- 
fachem Titrieren mit dem betreffenden Salz nach Abschlub 
der Verdauungsperiode aus der zur Herstellung desselben Fil. 
lungsgrades benutzten Salzmenge mittels der Hinstellungskurve 
ablesen, wie viel Pepsineinheiten die Probe enthalten hat. 

Die Einzelheiten bei der Bestimmung werden aus dem 
folgenden hervorgehen. 





Als Substrat dient in Siure geléstes Edestin; die Lésung 
ist durch Zusatz von etwas Sublimat haltbar gemacht. 

Die Reaktion der Lésung sollte am liebsten eine solche 
sein, daB die Pepsinwirkung einigermaBen optimal wire; gleich- 
zeitig muB8 sichergestellt werden, daB der Pepsinabbau nicht 
zu schnell vonstatten geht, so daB die Verdauungsperiode, falls 
es notwendig ist, bis zu bedeutender Linge ausgedehnt werden 
kann. 

Als angemessener Sauerheitsgrad wurde p, = 1,5—1,6 
gewahlt (das Optimum des Pepsins liegt bei 1—3, je nach 
den verschiedenen Pepsinpraparaten und dem Substrat, auf das 
das Pepsin zu wirken hat). 

Das Edestin wurde friiher meist in 1 /30—1/50 n-Salzsiure 
gelést, wodurch eben ein p, von etwa 1,5 erzielt wird; die 
Saurenormalitiit dieser Lésung ist aber recht gering, sedalb 
ihre Reaktion verschoben werden kann, wenn man den un- 
verdiinnten Magensaft (Harn oder sonstige Fliissigkeiten, deren 
Pepsinaktivitit man zu messen wiinscht) zur Probe setzt. 

Ks ist aber immer ein Vorteil, das Edestin in einer 
Fliissigkeit gelést zu haben, die trotz desselben p, eine viel 
gréBere Siurenormalitit aufweist (dies war besonders von 
Bedeutung fiir einige Versuche, die wir spiter besprechen 
werden). 

Ich léste daher das Edestin in 1/1 n-Weinsiure. p,, ist 
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hier etwa 1,5—1,64), die Saurenormalitit aber etwa 30mal so 
Kin. feroB wie eine Salzsiure mit dem gleichen p,,. 


ung, Da die Lésung wegen des Sublimatzusatzes haltbar ist, 
der wird auf einmal eine gréBere Portion hergestellt. 
inen Die Herstellung geschieht folgendermafen: 8,00 g Edestin 


ein. Pewerden in etwa 17/, Liter H,O ausgeschiittelt; 300 g Weinsiure 
hlug everden in etwa 2 Liter H,O gelést und die Lésung bis zum 


Fa]. BKochen erwirmt; gie8t man nun die warme Weinsiurelésung 
urve [ean die Edestinaufschlammung, so lést sich das Edestin momentan, 
: und eine weitere Erwirmung ist iiberfliissig; darauf werden a4 


dem 40 ccm einer 1°/, igen Sublimatlésung zugesetzt; es wird ab- 

vekiihlt und bis zu 4 Liter verdiinnt und sodann filtriert. 
Der Sublimatzusatz verhindert die Bildung von Schimmel, 

sung Piwihrend das Sublimat keinen nachweisbaren hemmenden oder 
stérenden Einflu8 auf die Pepsinverdauung ausiibt, wie dies 

Iche espiter dargetan werden wird. 

sich- Dies steht in absolutem Widerspruch zu dem, was zu er- 

richt ewarten war, da Euler gezeigt hat, daB Sublimat in viel ge- 

falls Peringerer Konzentration Pepsin momentan zerstért. 





rden Die Erklarung davon muB sein, daB das Quecksilber an 
as Edestin gebunden wird, so da die Aktivitat der Lésung 
—1,6 [in betreff von Quecksilberionen 0 oder iiberaus gering ist. 


nach Als Fallungslésung wird 20°/,iger Natriumchlorid (20 g 
das Fin 100 ccm) und Ammoniumsulfat (70 g + 100 ccm H,O) be- 

nutzt; vor dem Fallen wird auBerdem als Schutzkolloid 1 ccm 
dure Beiner Gummiarabicumlisung — 0,5 °/, in betreff von Gummi und 
die 0,01°/, in betreff von Sublimat — zugesetzt. 


halb Die Verdauung findet in Reagenzglisern — 21 mm AuBerer 
un- BDurchmesser — bei 40° im Wasserthermostaten statt; nach 
cre MAblauf der Verdauungsperiode, in der Regel 1/, Stunde, wird 
das Reagenzglas etwa 5 Minuten in kochendem Wasser an- 
Mer Peebracht, worauf abgekiihlt wird. Nun wird die Probe be- 
viel Bitimmt oder nach Belieben bis spiter aufbewahrt. 

“4H Wo es sich um 20 stiindige Versuche (oder langere Ver- 





') Bestimmt bei Colorimetrie mittels Methylviolett als Indikator, 
ist [Bvenn man die py berechnet findet man 1-66. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXVII. 9 
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suchsperioden) handelt, braucht man die Verdauung nicht durch 
Erwarmung bis auf 100° zu unterbrechen, sondern kiihlt bis 
auf gewohnliche Temperatur ab und titriert dann sofort. 

Die Verdauung wird immer mit 11 ccm Lésung — 10 com 
Edestinlésung + 1 ccm der Probe angestellt; wird weniger von 
der Probe benutzt, so ist mit H,O bis auf 11 ccm zu er. 
ganzen. 

Damit die Fallung beim Salzzusatz so stabil wie méglich 
werden kann, wird vor dem Titrieren 1 ccm vom oben er. 
wahnten Schutzkolloid zugesetzt. 

Da die Intensitaét der Fallung — namentlich in Fillen, 
wo eine geringe Pepsinverdauung stattgehabt hat — auBer von 
der zugesetzten Salzmenge auch von der Zeit abhangt, wird die 
Titration stets im Laufe derselben Zeit (3 Minuten) aus- 
gefiihrt. Als Fiallungslésungen dienen die oben erwihnte 
20°/,ige Natriumchloridlésung, deren fallende Wirkung schwicher 
ist, und eine ungefahr gesattigte Ammoniumsulfatlésung von 
sehr kraftiger fallender Wirkung; erstere sollte benutzt werden, 
wenn die Pepsinverdauung gering, letztere, wenn die Pepsin- 
wirkung groB war. Da man aber nicht wissen kann, wann 
ersteres und wann letzteres der Fall war, beginnt man die 
Titration mit NaCl, und wenn sie nach Zusatz von 3,00 ccm 
NaCl nicht beendigt oder fast beendigt ist, setzt man sie mit 
(NH,),SO, fort. 

Als Endpunkt beim Titrieren wahlte ich einen Fillungs- 
grad, der bei passender Beleuchtung das Lesen einer hinter 
dem Glase angebrachten Schrift verhindert. Um immer bel 
gleichmaBigen Lichtverhiltnissen zu arbeiten, benutze ich einen 
besonderen Lichtkasten (Fig. 1). 

Wenn die Titration sich dem Endpunkt nihert, bringt 
man nach jedem Salzzusatz (1—3 Tropfen) das Reagenzglas im 
Lichtkasten an, und der Endpunkt léBt sich mit Sicherheit 
mit 1—3 Tropfen Genauigkeit bestimmen (Fig. 2). 

Das Verfahren la8t sich etwas vereinfachen: durch Aus- 
schlieBung des Schutzkolloids, indem mit einer einzelnen Salz- 
lésung titriert wird, die Titration nicht auf Zeit stattfindet, 
die Erwirmung bis auf 100° bei den langeren Versuchsperioden 
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unterlassen bleibt und schlieBlich kein Lichtkasten benutzt 
wird; aber auch bei dem beschriebenen genaueren Verfahren 
ist die Methode sehr leicht und schnell ausfiihrbar. 
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Die Empfindsamkeit des Verfahrens laBt sich sowohl 
durch diinnere Edestinlésungen als durch schwicher fillende 
Salzlésungen, namentlich aber durch Abianderung der Dauer 
der Verdauungsperiode abindern. 





Einstellungskurve fir eine 0,2°/,ige Edestinlésung. 
1/, stiindiger Verdauungsversuch 40°. 











Pepsin in y = 10~* mg 20°/, NaCl (70 = Sa So) 
Armourpepsin 
ccm ecm 
0 1,50 oF 
50 1,70 ia, 
100 2,28 a 
200 4,30 ing 
200 3,00 + 0,40 
200 1) a 1,15 
400 jai 1,90 
500 _ 2,25 
600 we 2,55 
700 — 3,20 
800 il 6,50 
900 — 3,70 4 
1000 aa £40 ‘ 
1400 e 14 : 
1800 - 10,0 : 








Da der Endpunkt der Titration sich, wie erwihnt, mit 
1—3 Tropfen mit Genauigkeit bestimmen laBt, wird das Aus- 
titrieren des Pepsinwerts selbst in der Regel mit einem Fehler 
von mindestens 5°/, stattfinden. Von der Genauigkeit der 
Methoden kann man sich mittels folgender Versuche_iiber- 
zeugen. 

Fir 5 Edestinproben (10 ccm) werden 1000 y (= 1 ccm 
0,1°/, ige Armour-Pepsinlésung) zugesetzt, nach '/, Stunde gaben 
sie folgende Resultate. 





1) Eine entsprechende Probe, die erst am niichsten Tage titriert 
wurde, ergab gleichfalls 3,00 + 1,15. 
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NaCl (NH,),S0, 


1. 300 + 4,45 = 1005 
2, 300 + 4,60 = 1080 
3. 300 + 4,50 = 1010 
4. 300 + 4,60 = 1080 
5. 800 + 4,50 = 1010 

1016 


Mittels eines '/, stiindigen Verdauungsversuchs ist man 
imstande, von 0,0—2,0 mg Pepsin (oder, wenn die Kinstellungs- 
kurve erginzt wird, etwas héhere Pepsinwerte) zu bestimmen. 
Da die Pepsinkonzentration in einer Ewaldschen Probemahl- 
zeit zwischen 0,0° und 1°/, Armourpepsin liegt, wird die Pep- 
sinkonzentration in Ventrikelinhalt, wie in einer spiteren Ab- 
handlung dargetan werden wird, passend durch 1/, stiindige 
Verdauungsversuche ausgefiihrt werden, wenn 0,2 com Magen- 


: inhalt (oder 1 ccm einer 5 mal verdiinnten Probe) benutzt wird. 


triert 


Da das Verfahren teils wegen gewisser theoretischer Fragen, 
die ich zu untersuchen beabsichtige, teils wegen der Bestimmung 
von Propepsin in Blut und Harn gern die sehr kleinen Pepsin- 
mengen genauer bestimmen kénnen sollte, als es bei dem oben 
genannten 1/, stiindigen Versuch méglich war, habe ich auch 
22 stiindige Versuche angestellt. 


Einstellungskurve fir einen 22 stiindigen Verdauungsversuch. 











ne _ 
Pepsin in 10 mg NaCl (NH,),SO, 
Armourpepsin 
4 300 + 0,1 
20 300 + 4,8 
40 300 + 10,2 








Falls es notwendig ist, laBt sich das Verfahren zur Be- 


' stimmung von noch kleineren Pepsinaktivititen anwenden. 


Sogar so minimale Pepsinkonzentrationen wie 1 ccm 


; 0,000004°/, iges Armourpepsin in 10 ccm Edestin werden noch 


nach 10 Tagen aktiv sein. 

Ks laB8t sich daher sehr gut eine 10 tagige Kinstellungs- 
kurve ausarbeiten. 

Die Edestinlésung ist nicht nur haltbar in dem Sinne, daB 
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sie nicht von Bakterien und Schimmelpilzen angegriffen wurde, 
Die Fallbarkeit bleibt aber mehrere Monate lang unverindert..) 

So ergab sich ganz dieselbe Kinstellungskurve fiir eine 
Lésung bei Bestimmung 3 Tage, bzw. 3 und 6 Monate nach 
der Herstellung. 

Der Grundwert kann sich jedoch ein klein wenig ver. 
schieben; wir haben hier sicherlich eine Siurehydrolyse vor uns, 

Auch bei sehr langwierigen Versuchen wird eine Verschie. 
bung des Grundwerts stattfinden, was natiirlich zu_beriick. 
sichtigen ist, wo es sich um den Nachweis von minimalen 
Pepsinmengen handelt. 


Sofortiger Grundwert . . 1,40 cem 20°/,iger NaCl 
8 Tage spiiter ... . 1,58 , 20°, iger _,, 
, a - «eo + 4 , Bae « 


DaB ein Zusatz von Sublimat zur Edestinlésung nicht 
hemmend auf die Pepsinspaltung wirkt, erhellt aus dem fol- 
genden Versuch. 











Sublimat rhs oe Pepsin Gefundene 
1°/,ige Lésung Edestin 0,1°/,ige Lésung| Pepsinaktivitit 
ccm cem ccm 0), A.-P. 
1. 0,0 10 1,0 0,100 
2. 0,1 10 1,0 0,100 
3. 0,2 10 1,0 0,97 
4, 0,5 10 1,0 0,99 
5. 1,0 10 1,0 0,99 














Bei diesem Verfahren gewinnt man, wie bei allen sonstigeu, 
nur eine relative Bestimmung der Pepsinaktivitat. 

In der betreffenden Ausfiihrung bekommt man zu wisset, 
daB die Pepsinaktivitit der untersuchten Probe in der be- 
treffenden Verdiinnung die gleiche ist wie die Pepsinaktivitit, 
die eine bestimmte Anzahl Tausendstel Milligramm (y) Armour 
pepsin in 11 ccm Lésung besitzt. 





1) Man muB jedoch die Einstellungskurve ab und zu kontrollieren, 
da unter gewissen, bisher unbekannten Verhiiltnissen Verschiebunget 
eintreten zu kénnen scheinen. 
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Wie aus einer spiter zu verdffentlichenden Reihe von 
Untersuchungen iiber die Adsorptionsverhiltnisse des Pepsins 
hervorgehen wird, ist es leicht verstjndlich, dab der gefundene 
Wert der Pepsinaktivitat eines Mageninhalts sehr wohl je nach 
der bei der Bestimmung benutzten Verdiinnung verschieden 
sein kann. 

Die Verhiltnisse werden am besten aus einem Beispiel 
erhellen — die theoretische Klarlegung wird ein spiterer Auf- 
satz bringen. 

Unreiner Magensaft (von einem Hund), Schleim, minimale 
Mengen von Futterresten und EiweiSspaltungsprodukten ent- 
haltend. 

Bei Bestimmung der Pepsinaktivitit dieser Probe durch 
Zusatz von 1. 0,4, 2. 0,6, 3. 0,8 und 4. 1,0 ccm einer 6 mal 


verdiinnten Lésung ergaben sich folgende — fiir die aus- 
vefiihrte Verdiinnung — korrigierte relative Pepsinwerte: 
1. = 1,73 
2. = 1,48 
3. = 1,82 
4, = 1,15 
Die Erklarung dieser Erscheinung ist — wie aus einigen 


spiter zu veréffentlichenden Untersuchungen hervorgehen wird 
—  da8 in der Probemahlzeit sowohl freies, als gebundenes 
Pepsin vorhanden ist; das gebundene spaltet sich ab, allmihlich 
wie man mehr und mehr verdiinnt und die Konzentration des 
freien Pepsins abnimmt. 

Hat man mit einer Lisung zu tun, in der sich Stoffe 
finden, an die das Pepsin adsorbiert sein kann, wird man 
mittels des beschriebenen Verfahrens die Pepsinaktivitit einer 
gegebenen Verdiinnung finden kénnen; die Aktivitaét des Pepsins 
in der urspriinglichen unverdiinnten Lésung laBt sich aber 
nicht direkt angeben. 

Ks versteht sich von selbst, da8 es von nicht geringer 
Bedeutung ist fir den Gebrauch des beschriebenen Verfahrens 
und fiir den Wert des Vergleichs der mittels des Verfahrens — 
fiir verschiedene Proben — gefundenen Pepsinzahlen, daB die 
relativen Pepsineinheiten, die mittels der Kinstellungskurve 
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abgelesen werden, tatsichlich den relativen Wert haben, dey 
die Zahlen direkt angeben; dies ist aber nur unter der Vor. 
aussetzung der Fall, wenn das bei der Kinstellung angewandte 
Pepsinpriparat kein gebundenes Pepsin enthilt; nur in den 
Falle wird die Pepsinaktivitat der Verdiinnung proportional 
abnehmen. 

Bei der Ausarbeitung der Einstellungskurve sollte daher 
eine Lésung benutzt werden, die nur reines Pepsin enthilt — 
oder die keine Stoffe enthilt, an die das Pepsin sich binden 
kénnte. Es wire daher von Interesse, zu untersuchen, ob man 
parallele Einstellungskurven erhalten wiirde, falls man statt 
des Armourpepsins das Pekelharingsche benutzte. 

Da ich iiber kein solches rein hergestelltes Pepsinpriparat 
verfiigte, habe ich ganz reinen Hundemagensaft benutzt, der 
nach einer Art Scheinfiitterung gewonnen wurde.’) 

Ks zeigte sich nun, daB eine mittels eines solchen reinen 
Magensafts hergestellte Einstellungskurve recht genau mit der 
eigentlichen Hinstellungskurve zusammenfiallt. 

Letztere ist doch vielleicht ein klein wenig minder steil, 
was darauf deutet, dab das Armourpepsin auBer dem freien 
eine ganz geringe Menge gebundenen Pepsins enthilt. 


1) E. Thomsen, Neurogen og celluler Achyli. Diss. Kebenhavn 1921. 






























Untersuchungen 
iiber die Zusammensetzung der Proteinstoffe. 


Il. Mitteilung. 
Von 
N. Troensegaard, Kopenhagen. 
(Der Redaktion zugegangen am 25, Dezember 1922.) 


In einer friiheren Arbeit!) hat der Verfasser die An- 
schauung vertreten, da die Proteinstoffe im wesentlichen aus 
hydroxylhaltigen, heterocyclischen Ringen aufgebaut seien, und, 
ausgehend von dieser Betrachtung, Methoden zum Nachweis 
von Pyrrolen in Proteinstoffen angegeben. Zu der angefiihrten 
Arbeit ist hinzuzufiigen, daB die historische Kinleitung iuBerst 
kurz gefaBt wurde, da die Chemie der physiologischen Pyrrole 
schon frither von anderer Seite eine ausfihrliche Darstellung 
erfahren hatte. Hier mége nur hingewiesen werden auf 
Willstaitter und Stoll: Untersuchungen iiber Chlorophyll, 
Abderhalden: Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden 
(W. Kiisters Abschnitt iiber die Himinchemie) und L. Mar- 
chlewski: Zur Chemie des Chlorophylls.*) GroBe Bedeutung 
fiir die Entwicklung dieses Teils der Chemie haben auch die 
friheren, zusammen mit Nencki ausgefiihrten Arbeiten 
Marchlewskis gehabt.*) 

DaB bei der trockenen Destillation von Proteinstoffen 


') Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1920). 

*) Ann. der Chem. Bd. 395, 8S. 194 (1913). 

3) Vgl. besonders Ann. der Chem. Bd. 288, 8. 212 (1895) und Bd. 290, 
S. 306 (1896), 
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Pyrrole erhalten werden, ist eine bekannte T'atsache'); aber 
man hat geglaubt, daB die Pyrrole durch Wasserabspaltung 
und Anhydridbildung von Aminosiuren gebildet werden. 

G. Ciamicians Versuch der Darstellung von Pyrrolen be; 
der trockenen Destillation, von Gelatine hat die Veranlassung 
zu seinen gliinzenden Arbeiten tiber die Chemie der Pyrrole 
gegeben. 

Ciamicians erste Meinung war sicher die, daB die Pyrrole 
Bausteine der Gelatine seien. 

Wie friiher, habe ich mich auch diesmal besonders mit 
den beiden Proteinen Gelatine und dem aus Weizenmehl her- 
gestellten Gliadin beschiftigt; in geringerem MaBe auch mit 
Casein. 

Bei dieser Arbeit, die den Nachweis gréBerer Mengen von 
heterocyclischen Kohlenstoffverbindungen in den Proteinstoffen 
zum Ziel hat, ging ich in meinem Arbeitsplan darauf aus, 
Spaltprodukte mit so wenig als méglich van Slykestickstoff zu 
erhalten, Spaltungen in wiéBriger Liésung zu vermeiden, die 
Spaltprodukte frei von Sauerstoff zu bekommen und _ nach 
solchen Methoden zu suchen, die in organischen Lésungsmitteln 
lésliche Reaktionsprodukte ergaben. Und ich kann sagen, daf 
die Arbeit meine Erwartungen nicht enttiuscht hat. 

Zur Stabilisierung der Proteinstoffe wurde wie friiher die 
Acetylierung sowie die Methylierung mit Jodmethyl angewandt. 
In der friitheren Arbeit habe ich zur Aufspaltung des Protein- 
molekiils eine kriftige Hydrierung entweder mit Jodwasserstofi 
oder mit Natrium und Amylalkohol angewandt. Bei dieser 
Arbeit benutzte ich nur die letztere Methode. 

Hexahydrophenol, das die Acetylprodukte auch lést, kann 
sicher ebenfalls zur Hydrierung angewandt werden. 

In der ersten Arbeit wurde angegeben, daf eine direkte 
Acetylierung von Proteinstoffen nicht ausgefiihrt werden kann. 
Das stimmt nicht. Lést man wasserfreie Proteine in wasser- 
freier Essigsiiure, so kann die Acetylierung mit Acetylchlorid 
erfolgen. Die Art, in der diese folgt, ist bei den einzelnen 


1) H. Weidel u. G. Ciamician, Chem. Ber. Bd. 13, 8. 65 (1880); 
Mon.-H. fiir Chemie Bd. 2, S. 279. 
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Proteinen ein klein wenig verschieden und soll im experi- 
mentellen Teil niher besprochen werden. 
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Da die dargestellten Acetylproteine in Amylalkohol nicht 
geniigend léslich sind und ziemlich viele Verharzungsprodukte 
bei der Hydrierung mit Natrium geben, acetyliert man noch 
einmal mit Essigsiureanhydrid und frisch entwissertem Natrium- 


acetat. 


Man erreicht hiermit keine gréBere Aufnahme von 


Acetyl; aber man erhilt dadurch Priparate, die in Amyl- 


alkohol besser léslich sind. 


Priparation werden spater besprochen. 


Die niheren Einzelheiten der 


Die Acetylprodukte 


reinigt man durch Lésung in trockenem Chloroform und Fillung 
mit trockenem Ather. In der Ather-Chloroformlisung bleiben 
ie nach Art des Proteins 3—10°/, vom Gesamtstickstoff zuriick 


(Stickstofffraktion A). 


Uber die Aufarbeitung eines Acetylproteins gibt folgendes 


Schema eine kurze Ubersicht. 


Gliadin. 
Acetylierung-» Acetylbasen (N-Fraktion A) 
(Stufe I) 5°/, 








basische 
Fraktion 
ws 
Y 
Acetylgliadin Ay 
(Stufe IT) 6% Hydrierung 
Saas 4 
saure 
Fraktion 


5,5°/, schwache Basen (Pyrrol- 
kérper) . (Fraktion B) 
30,3°/, starke Basen (Pyrroli- 
dine, Pyrroline, zusammen- 
gesetzte Pyrrolbasen) . 
(Fraktion C) 
| 15,4°/, Ammoniak( ,, E) 
( Etwa 1°, iitherlésliche Pyrrol- 
siuren (Fraktion D,) 
36°/, Siituren (K-Salze 1. 1. in 
Alkohol) (Stufe ITI) 
(Fraktion D,) 
10,4°/, Siuren (K-Salze s. 1. in 





Alkohol) . (Fraktion D,) 


Die priparativen Vorgiinge, die diesem Schema zugrunde 


liegen, sind folgende: 


Das nach der Acetylierung erhaltene Acetylprotein wird 
nach niherer Angabe im experimentellen Teil mit Natrium 


und Amylalkohol reduziert. 


Nach der Hydrierung und Zusatz von Ather spaltet man 


mit Kiswasser und trennt die stark alkalische Schicht (Frakt. D) 
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ab. Durch die starke Natronlauge wird trotz der niederen 
Temperatur, bei der man arbeitet, eine Hydrolyse verursacht. 

Die Ather-Amylalkoholschicht wird zur Entfernung der 
gebildeten starken Basen mit 30°/,iger saurer Natriumphos- 
phatlésung ausgeschiittelt (Frakt. C). 

Die schwach basischen Pyrrolverbindungen bleiben im 
Amylalkohol-Ather zuriick (Frakt. B). 

Die Basen der Phosphatlésung gewinnt man durch Sit- 
tigung der Liésung mit Kaliumcarbonat und Ausschiittelung 
mit Ather (Frakt. C,), dann mit Alkohol (Frakt. C,). Der in 
der wiBrigen Loésung zuriickgebliebene Rest ist Fraktion C,. 

Die Ather-Amylalkoholfraktion B trennt man in einen 
itherléslichen Teil B, und einen alkoholléslichen B,. 

Die erste alkalische Fraktion (D) wird mit Eis gekihlt 
und mit Salzsiiure bis zur grauen Kongofarbe neutralisiert. 
Die sauren Pyrrole werden mit Ather ausgeschiittelt (D,); dann 
wird Alkohol zugesetzt und der gréB8te Teil des Stickstoffs 
durch Siattigung mit Kaliumcarbonat in den Alkohol aus- 
gesalzen. Diese Alkohollésung D, wird mit dem Namen ,,Proteol“ 
bezeichnet. In der wiBrigen Liésung bleibt N-Fraktion D, 
zuriick. 

Erreicht wird mit dieser Art der Aufarbeitung und Frak- 
tionierung der Proteine eine Trennung der Spaltprodukte in 
einen hasischen und in einen sauren Teil, die beide von un- 
gefihr gleicher GréBe sind. 

Der basische Teil besteht, abgesehen von Ammoniak, im 
wesentlichen aus Pyrrolderivaten, von denen ein Teil hydriert 
ist. Primire aliphatische Amine wurden hier nicht nach- 
gewlesen. 

Der saure Teil besteht zu einem geringen Prozentsatz aus 
iitherléslichen Pyrrolsiiuren, Die Hauptmenge setzt sich aus 
heterocyclischen Siuren mit einem ganz unwesentlichen Teil 
primiirer Aminogruppen (beim Gliadin nur 2°/,) zusammen, und 
der Rest des sauren Teils besteht aus Siuren mit einer gréBeren 
Menge primirer Aminogruppen. 

Bei unserer Aufarbeitung haben wir das Proteinmolekiil 
in 3 primiiren Abbaustufen vor uns, von denen jede einzelne 
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durch Hydrierung mit Natrium und Amylalkohol und Zer- 
legung in die oben angegebenen Fraktionen weiter abgebaut wird. 

Stufe I haben wir in Gestalt der bei der Acetylierung des 
Proteins zuerst abgeschilten Acetylbasen (Stickstofffraktion A). 

Stufe II liegt im Acetylprotein vor und 

Stufe II] besteht aus dem wiederum acetylierten, noch 
nicht véllig aufgespaltenen Teil D, der sauren Fraktion, den 
wir aus dem Acetylprotein erhalten haben und der noch basische 
Bestandteile enthalt. 

Durch die Hydrierung von Stufe I—III hat man das Pro- 
teinmolekiil in die gréBtmégliche, durch die hier angewandte 
Methode erreichbare Menge basischer Bestandteile abgebaut. 
Diese Menge betrigt tiber 50°/, vom Gesamt-N des urspriing- 
lichen Proteins. 

Zur Berechnung des Resultats hat man die gesammelten 
basischen und die gesammelten sauren Fraktionen der 3 Hydrie- 
rungen, bezogen auf 100°/, N des urspriinglichen Proteins, zu- 
sammen zu nehmen. 

Kine kurze Ubersicht iiber. die beiden eingehender be- 
arbeiteten Proteine Gliadin und Gelatine gibt so folgendes Bild: 





| 
| 
| 
| 
' 
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Gliadin | 8,3 |39,6]15,3] 63,2 | 18,7 15,2 | 38,9 |2,9%, 
Gelatine 8,4 |34,2] 6,7 49,3 etwa1,5| 23,5 19,1 44,1 |6,6°/, 























Bei den gewohnlich angewandten hydrolytischen Spaltungs- 
methoden von Proteinen bekommt man keine scharfe Abgren- 
zung der verschiedenen Proteinreaktionen. Bei dieser reduk- 
tiven Spaltung verschwindet die Biuretreaktion und die Reaktion 
mit Millons Reagens vollstindig, wihrend die Alkaloidreak- 
tionen mehr in den Vordergrund treten. Nur Fraktion D, kann 
bei einer unvollkommenen Hydrierung die Biuretreaktion geben, 
wihrend D, dann keine solche gibt. 

Gliadin, Gelatine und Casein geben recht gleichartige 
Spaltungsprodukte, jedoch in verschiedenen Mengen in den 
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verschiedenen Fraktionen. Andere Proteine als die genannten 
habe ich nicht gespalten. 

Ich halte die bei der von mir vorgenommenen Spaltungs- 
methode gewonnenen Resultate fiir sehr interessant. Denn 
hier liegen nun die basischen Spaltungsprodukte des Proteins, 
die noch gefehlt haben und nach denen man gesucht hat, zur 
niheren Bestimmung und Untersuchung vor. 


Experimenteller Teil. 


Zur Erginzung meiner friiheren Arbeit soll hier erst etwas 
iiber wasserfreie Lésungsmittel, die zur chemischen Spaltung 
von Proteinen bisher auB8erst wenig angewandt worden sind, 
vorausgeschickt werden. 

Phenol lést Proteinstoffe leicht; Kjeldahl hat es zum 
Lésen von Gliadin benutzt. Kresole wendet man zum Lésen 
von Casein bei der Herstellung von Lack an. Formamid list 
Proteinstoffe ebenfalls auBerst leicht und wird in der Casein- 
industrie gebraucht. Essigsiure lést mehrere Proteinstoffe, 
aber z. B. Casein schwer. Auch Ameisensiure ist ein gutes 
Lésungsmittel. Casein gelatiniert mit Anilin und Dimethyl- 
anilin zu einem eigentiimlichen, harten, fluorescierenden Gelee. 

In meiner friiheren Arbeit wurde wasserfreies, methyl- 
alkoholisches Kali als gutes Lésungsmittel fir wasserfreie 
Proteinstoffe angegeben. 

Die in méthylalkoholischem Kali aufgelésten Proteinstofie 
sind alle léslich in Essigsiure, Phenol und Alkoholen, wihrend 
die Léslichkeit in Pyridin und Anilin fiir die verschiedenen 
Proteinstoffe verschieden ist. 

Damit man bei der Lésung des Proteins in wasserfreiem 
methylalkoholischen Kali méglichst wenig van Slyke-Stickstoff 
(Aminostickstoff) erhalt, mu8 dieses besonders gut entwissert 
sein, sei es durch passende vorsichtige Erhitzung, sei es durch 
Entwisserung mit viel absolutem Alkohol. 

Zur Entwiisserung von Gliadin ist zu bemerken, daB dies 
mit reichlich absolutem Alkohol geschehen muB8, indem man 
das Gliadin, ehe es hart wird, unter Alkohol mit den Hinden 
in erbsengroBe oder etwas kleinere Stiicke zerteilt. Die letzte 
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Nachtrocknung geschieht durch 8 bis 14tigiges Stehenlassen 
mit absolutem Alkohol, wobei man priift, ob der Alkohol noch 
Wasser von Bedeutung aufnimmt. Hierauf trocknet man im 
Vakuum iiber Schwefelsiure nahezu bis zur Trockenheit, 
pulverisiert dann rasch in Portionen und siebt durch Miller- 
gaze Nr. 9; eine feinere Gaze anzuwenden ist nicht notwendig. 
Die Arbeit des Pulverisierens muB so rasch als méglich voll- 
zogen werden, damit das Gliadin infolge seines Alkoholgehaltes 
nicht zu viel Wasser aus der Luft aufnimmt und dabei klebrig 
wird. Das Gliadin wird dann im Vakuum iiber Schwefelsaure 
nachgetrocknet, spaiter im Hochvakuum bei 70—80°, wobei 
man die Temperatur nur allmahlich steigen 1aBt. 

Die Entstehung der Pyrrole in Gliadin und Gelatine ist 
keineswegs durch die Trocknung bei hoher Temperatur bedingt, 
da auch Gliadin und Gelatine, die bei gew6hnlicher Temperatur 
im Vakuum tiber H,SO, getrocknet wurden bei umstehender 
Spaltungsmethode Pyrrole geben. Aber die Reaktionsprodukte 
enthalten mehr Prozent van Slyke-Stickstoff, wenn man keine 
wasserfreien Ausgangsmaterialien verwendet. Bei der Trocknung 
von Gelatine ist es nicht notwendig mit der Temperatur im 
Olbad ttber 140° hinauf zu gehen. 

Lést man solchermaBen getrocknete Proteinstoffe in wasser- 
freiem methylalkoholischen Kali') so bekommt man etwa 1,5 °/, 
des Gesamtstickstofis als van Slyke-Stickstoff, und es wird 
kein Ammoniak gebildet. Bei Behandlung mit wiBrigem Kali 
und bei Verwendung von nicht entwisserten Priparaten kann 
man dagegen das 10fache und mehr an van Slyke-Stickstoff 
erhalten. 

Das angewandte Gliadin enthielt 0,15°/, Asche; die aus- 
gewaschene Gelatine 0,35 °/,. 

Gliadin, das hergestellt wurde durch Aufstreichen und 
Trocknen des aus 60°/,igem Alkohol ausgefrorenen Gliadins 
auf einer Glasplatte — dasselbe ist iibrigens mit einem groBen 
Prozentteil Glassplitter gemischt — wird von methylalkoho- 


) Der Methylalkohol mu8 nach der Vorschrift von L. W. Winkler 
(Weyl, Methoden der organ. Chemie Bd. I, S. 359 (1921)] absolut ge- 
macht werden. 
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lischem Kali sehr schwer gelést und das Geléste enthalt relatiy 
viel van Slyke-Stickstoff. Wendet man an Stelle von methyl. 
alkoholischem Kali zum Lésen des alkoholgetrockneten Gliadins 
Kaliummethylat an, so erfolgt die Lésung rasch, aber es ent- 
wickelt sich reichlich Ammoniak und wird relativ viel van 
Slyke-Stickstoff gebildet. Kaliummethylat wirkt zu stark 
spaltend. 


Darstellung von Acetylproteinen. 


Zur Darstellung von Acetylgliadin 1i8t man Portionen 
von je 40g pulverisiertem, getrocknetem Gliadin zur Liésung 
in 200 ccm wasserfreier Essigsiure einige Tage stehen (zur 
rascheren Lésung bei 30°). Die Essigsiure muB wassertfrei 
sein, da sonst bedeutende Mengen van Slyke-Stickstoff ge- 
bildet werden. Ich habe die Essigsiure durch Ausfrierenlassen 
fraktioniert und das Ausgefrorene 5—6 Stunden in einem 
Kolben mit eingeschliffenem Kiihler mit der doppelten Menge 
Hssigsiureanhydrid als dem noch vorhandenen Wasser ent: 
spricht gekocht. 

Die Loésung des Gliadins wird in einem Kolben mit ein- 
geschliffenem Kihler im kochenden Wasserbad erhitzt. Dann 
setzt man 120 ccm Acetylchlorid in Portionen von je 30 ccm 
durch den Kiihler zu. Nach Zusatz der beiden ersten Por- 
tionen, was im Verlauf von 3 Stunden erfolgt, ist das erst 
ausgeschiedene Gliadin wieder gelést; hierauf figt man die 
letzten Portionen mit je 1 Stunde Zwischenraum zu. Acetyl- 
chlorid und Essigsiure werden im Vakuum abdestilliert. Gegen 
Ende der Abdestillation setzt man 200 ccm Essigsiureanhydrid 
zu. Man dampft auf 200 ccm ein, setzt noch 100 ccm Anhydrid 
zu und acetyliert nun nochmals mit 40g frisch geschmolzenem, 
pulverisiertem Natriumacetat 5 Minuten lang bei einer Reaktions- 
temperatur von 132—134°. 

Der Zusatz des Natriumacetats erfolgt in kleinen Portionen 
unter gutem Schiitteln, sobald die Lésung auf 100° erwirmt 
ist. Das Anhydrid wird im bestméglichen Vakuum abdestilliert 
(zum SchluB bei 2mm Druck). Hierauf setzt man 300 ccm 
trockenes Chloroform zu und la8t iiber Nacht stehen. 
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Die Chloroformlésung wird abgesaugt und unter Riihren 
in 11/, Liter trockenen Ather eingegossen. Das ausgefallte 
Acetylgliadin wird noch zweimal in Ather aufgerihrt und 
abgesaugt. Man trocknet im Vakuum iiber Schwefelsiiure. Die 
Priparate, die zur Analyse verwandt werden, kann man im 


| Soxhletapparat mit trockenem Ather extrahieren, wobei man in 


den Atherkolben Natrium einbringt. Die Praparate werden 
8 Stunden im Vakuum bei 60° getrocknet, ehe sie zur Hydrierung 
angewandt werden. 

Die Ather-Chloroformlésung wird eingedampft und die 
zuriickgebliebene Stickstofffraktion A von verschiedenen Prapa- 
raten zwecks Hydrierung und niherer Untersuchung zu einer 
gréBeren Portion gesammelt. 

Acetylgelatine wird auf ahnliche Weise dargestellt; jedoch 
bringt man die getrocknete Gelatine auf eine etwas andere 
Art in Lésung. 

Gelatine trocknet man erst im Vakuum iiber Schwefel- 
siure, dann im Vakuum bei langsam steigender Temperatur 
bis 140°. 

Die Trocknung muB so erfolgen, daB die Gelatine nicht 
schmilzt. 

Um Pyrrolverbindungen aus Gelatine zu erhalten, ist es 
nicht notwendig so hoch zu trocknen. Bei starker Trocknung 
erhilt man jedoch ein gleichméBigeres Lésungsprodukt, das 
fast frei von van Slyke-Stickstoff ist. 

Zu 50g Gelatine, die sich in einem Kolben mit ein- 
geschliffenem Kiihler befinden, setzt man 500 ccm wasserfreie 
Kssigsiure zu und erhitzt 1 Stunde im kochenden Wasserbad, 
wobei ein Teil der Gelatine in Lésung geht. Nun setzt man 
in Portionen von je 20 ccm im ganzen 120 ccm Acetylchlorid 
im Laufe einer guten Stunde zu. Nach Zusatz der vierten 
Portion ist alle Gelatine in Lisung gegangen. Man erhitzt 
noch weitere 4 Stunden. im kochenden Wasserbad. 

Es wurde versucht nun noch 2 Stunden im Olbad auf 
110° zu erhitzen. Diese langere Erhitzung veranlaBte eine 
dunklere Farbe des Produktes und eine gréBere Ausbeute an 
Stickstofffraktion A, sowie etwas bessere Lislichkeit. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CX XVII. 10 
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Die iibrige Behandlung erfolgt wie bei Gliadin. 

Casein wird ebenfalls erst im Vakuum iiber Schwefelsiure 
getrocknet; hierauf im Vakuum bei langsam auf 130° steigender 
Temperatur. Zur Darstellung von Acetylcasein behandelt man 
30 g Casein im Kolben mit eingeschliffenem Kiihler mit 150 ccm 
Acetylchlorid und fiigt darauf auf dem Wasserbad 150 ccm 
Kssigsiure im Verlauf von 5 Stunden zu. Oder: man erhitzt 
30 g Casein mit 100 ccm Acetylchlorid und setzt 150 ccm 
Kssigsiure im Laufe von 20 Minuten zu. Die iibrige Be- 
handlung erfolgt wie bei den anderen Proteinstoffen. 

Die Acetylprodukte der Proteine sind nach gutem Aus- 
waschen mit wasserfreiem Ather und Trocknung im Vakuum 
beim Reiben im Moérser stark elektrisch. 

Von Wasser werden sie gespalten; ein Teil geht dabei in 
Lésung. 

Leicht léslich sind sie in Pyridin, Anilin, Methylalkohol 
und Essigsiure; schwer in kaltem Athyl- und Amylalkohol, 
jedoch gut in der Warme; unldéslich in Dimethylanilin. In 
Chloroform ist die Acetylgelatine leicht léslich, waihrend das 
Acetylgliadin von diesem Lésungsmittel nur bei Gegenwart 
von geringen Mengen Kssigsiiure oder Essigsiureanhydrid gelist 
wird. Die zweimal acetylierten fProteine sind  sicherlich 
Mischungen verschiedener Acetylprodukte. 

Schiittelt man eine Chloroformlésung von Acetylgelatine 
mehrere Male mit Wasser aus, so geht ungefahr die Hilfte 
des Stickstoffs in Wasser iiber. 

Die Biuretreaktion erscheint in einer Lésung von Acetyl- 
protein erst, wenn nach einem Augenblick das Acetyl durch 
das starke Natron abgespalten ist. 

Die vollige Befreiung der Acetylprodukte von Ather, die 
im Vakuum iber Schwefelsiure nicht ganz méglich ist, kann 
nur durch stairkere Erhitzung im Vakuum erfolgen. Aber 
hierbei geht auch ein Teil des nur leicht gebundenen Acetyls 
weg. Aus diesem Grunde erhilt man bei gleichartigen Pripa- 
rationen doch nicht genau dieselben Acetylzahlen. 

In folgender Tabelle sind Stickstoff- und Acetylgehalt fir 
verschiedene Priparate angegeben. 











9 
~ 


hm co 
















Untersuchungen iiber die Zusammensetzung der Proteinstoffe. 


Mit Acetylzahl ist die Anzahl der Acetyle pro 100 N be- 
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Priparat 1 


Priparat 4 ist Acetylgelatine, 














ist das zur Hydrierung verwandte. 
zahl kann zwischen 49 und 55 schwanken. 





zeichnet. 
Tabelle 1. 
ecm 1/1n-N]| cem 1/1n- 
a a o/ wi Prog |CH,CO pro} Acetyl- —_—" 
, “ Acetyl- g Acetyl- | zahl Satie 
protein protein 

1} Acetylgliadin | 12,5 8,93 4,64 52,0 2mal acetyliert 
2 | Acetylgliadin | 12,6 8,99 3.7 41,15 ‘gy extra- 
3 | Acetyleasein | 10,6 7,59 3,5 46,3 2mal acetyliert 

Acetylgelatine | 11,3 8,06 4,6 57,0 2mal acetyliert 
: . 2mal acetyliert 
5 | Acetylgelatine | 11,4 8,13 4,0 49,2 mm: 
6 | Acetylgelatine | 11,45 8,18 3,6 43,9 1mal acetyliert 
9 ; . ‘ 2mal acetyliert 
i | Acetylgelatine | 11,2 7,99 3,78 47,3 pre ? 


Die Acetyl- 


aus 2mal acetylierter 


Gelatine, die im Vakuum bei 140° getrocknet wurde, dar- 


gestellt. 


Priparat 5 ist ein Teil von 4, der 12 Stunden mit Ather 
extrahiert wurde. 
Praiparat 6 besteht aus einmal acetylierter, bei 140° im 
Vakuum getrockneter Gelatine. 
Priparat 7 ist Gelatine, die bei einem Maximum von 60° 
getrocknet und 2mal acetyliert wurde. 
Die Acetylbestimmungen wurden nach der Methode von 
Wenzel in zusammengeschliffenen Apparaten vorgenommen. 
Die Entwicklung von SO, ist so gering, da8 man Phenol- 
phthalein gut als Indikator anwenden kann. 
Bei vorliufigen Versuchen die Acetylproteine mit Jod- 
wasserstoff und Essigsiiure nach der in meiner ersten Arbeit 
angegebenen Methode zu spalten, wurden keine Pyrrole er- 


halten. 


Hydrierung mit Natrium und Amylalkohol. 


10* 


RegelmiBig erhielt man dagegen Pyrrole bei der 
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Methylierung von Acetylproteinen. 


Ich habe versucht die Acetylprodukte mit Jodmethyl und 
Kaliummethylat zu methylieren. Die Methoxylbestimmung nach 
Zeisel gab hierbei konstante Methoxylzahlen. Die Methoxyl. 
bestimmung wird in gewodhnlicher Weise im Hans Meyer. 
Apparat vorgenommen. Vor der Bestimmung schafft man den 
letzten Alkohol dadurch fort, daB man im Bamberger Kélbchen 
mit etwa 5 ccm Hssigsiureanhydrid abdestilliert. 

Methyliert wurden doppelt acetyliertes Gliadin und doppelt 
acetylierte Gelatine. 

5 g Acetylprotein werden in 50 ccm absolutem Methyl. 
alkohol gelést und auf dem Wasserbad mit 20g CH,1 in 
einem Kolben mit eingeschliffenem Kihler (mit Seitenrohr 
7 Stunden gekocht. In dieser Zeit werden etwa 28 ccm 5n-CH,OK 
zugetropft, wobei man beachten muB, daB die Lésung immer 
nur schwach alkalisch bleibt. Eine methylierte Acetylgliadin- 
lésung mit einem Inhalt von 7,2ccm 1/1n-N gab 0,3212 g Agl, 
was eine Methoxylzahl von 19 ergibt. Mit ,,Methoxylzahl* 
sind die gefundenen ccm 1/1n-OCH, fiir je 100 ccm 1/1n-N 
bezeichnet. Die Methoxylzahl fiir methylierte Acetylgelatine 
ist 26,6. 

Zieht man die bei der Methoxylbestimmung gefundene 
Menge Sauerstoff von dem Sauerstoff, der sich im Gliadin 
befindet, ab, so ergibt sich fiir den restlichen Sauerstoff an- 
nihernd das Verhiltnis N/O =1. Hine Elementaranalyse wurde 
nicht vorgenommen. Um eine solche vornehmen zu kénnen, 
mu8 erst alles Essigsiureanhydrid mit Ather und dann dieser 
mit Petrolither entfernt werden, da Ather von den grofen 
Molekiilen hartnickig festgehalten wird und nach Willstitter 
erst im Hochvakuum bei 120° abgeht. 

Setzt man wihrend der Methylierung das Kaliummethylat 
in zu groBen Portionen oder auch eine geringe Menge Wasser 
zu, so erhalt man niedrigere Methoxylzahlen. 

Die methylierten Acetylproteine sind iuBerst leicht léslich 
in Wasser und Alkohol, aber unléslich in Aceton und Pyridin. 
Das methylierte Acetylgliadin gibt in verdiinnter, wbriger 
Lésung erst nach langerem Stehen Biuretreaktion; die Reaktio 
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zeigt sich bedeutend spater als sie bei dem nichtmethylierten 
Produkt auftritt. Die Biuretreaktion scheint daher mit den 
methylierten Hydroxylgruppen in Verbindung zu stehen. 

Zur Vornahme der Acetylbestimmung wurde die alkoholische 
Lésung zur Trockne eingedampft und die Substanz wieder in 
abs. Alkohol gelést, wodurch sie gréBtenteils von Jodkalium 
befreit wurde. Die Hssigsiure des Kaliumacetats wurde mit 
ein wenig konz. Phosphorsiure, die mit Alkohol verdiinnt war, 
freigemacht. Hierauf wurde mit wasserfreiem Ather gefallt. 
Die Fillung, die ziemlich hygroskopisch ist, wurde im Soxhlet- 
apparat mit Ather extrahiert, wobei sich Natrium in dem 
Atherkolben befand. Getrocknet wurde im Vakuum_ iiber 
Schwefelsiure. N-Gehalt: 8,03°/, = 5,73 ccm 1/1n-N pro Gramm. 

Acetylgehalt: 1,72 com 1/1n-CH,CO pro Gramm, was die 


1,72 - 100 
— = 30,0 ergibt. 


Das urspriingliche zur Methylierung angewandte Acetyl- 
gliadin hatte die Acetylzahl 52, wihrend die Methoxylzahl 19 
war. Dies liBt schlieBen, daB Methyl fiir Acetyl bei einer 
Hydroxylgruppe eingetreten ist. 

Der niedere Stickstoffgehalt kann darauf hindeuten, daB 
das Methyljodid auch auf andere Art mit dem Protein reagiert 
hat. Der methylierte Stoff enthalt Jod. 


Acetylzahl 





Reinigung von Amylalkohol. 
Der zur Hydrierung der Acetylprodukte verwandte Amyl- 


| alkohol mu& vor dem Gebrauch gereinigt werden. Aller Amyl- 


alkohol, den ich untersuchte, gibt mit Dimethylaminobenz- 
aldehyd und Salzsiure eine mehr oder minder starke Rot- 
firbung; selbst Kahlbaums gereinigtes Priparat vom Siede- 
punkt 128—130° gab starke Reaktion. Bamberger und 
Kinhorn!) fanden verschiedene heterocyclische Basen, be- 
sonders 2,5 Dimethylpyrazin und 2,5 Dimethylpiperazin. Viel- 
leicht finden sich auch Pyrrole. 

Der Amylalkohol wird mit Diazobenzolsulfosaure gereinigt. 





") Chem, Ber. Bd. 30, S. 225 (1897). 
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Zu 5 Litern Amylalkohol setzt man Diazobenzolsulfosiure 
zu, frisch hergestellt aus 5 g Sulfanilsiure, 6 ccm konz. Salz. 
siure und 2g KNO,, gelést in 3 ccm Wasser. Weiterhin 
setzt man dem Amylalkohol 30 ccm konz. Salzsiure und 
300 com Wasser zu, schiittelt hiufig durch und laBt tibe 
Nacht stehen. Man filtriert, schiittelt zweimal mit Wasser 
und dann dreimal mit je 50 ccm Kjeldahlnatron aus. Man 
trocknet mit K,CO, und destilliert dann das meiste Wasser 
und den niedriger siedenden Amylalkohol vermittels eines 
1/,m hohen Perlenaufsatzes ab. Den zuriickgebliebenen Amy)- 
alkohol kocht man hierauf 6 Stunden mit Calciumkarbid und 
destilliert mit einem Perlenaufsatz ab. Angewandt wird die 
Fraktion vom Siedepunkt 127—131°. 


Hydrierung und Fraktionierung von Acetylproteinen. 
Die Hydrierung der Acetylproteine erfolgt mit Natrium 
und trockenem Amylalkohol, der auf die angegebene Weise 
gereinigt wurde. Der ReduktionsprozeB wird in einem 1)).- 
oder 2litrigen, 3halsigen Kolben vorgenommen, wobei die 
beiden duBeren Hilse mit Riickflubkiihlern versehen sind, 
wahrend der mittlere zur Kinfiihrung des Natriums dient. Durch 
den einen Kihler fiihrt man ein Glasrohr, das einige Zeniti- 
meter unterhalb des Kiihlers abschlieBt und im gegebenen 
Falle zur Einleitung von Wasserstoff dient. Beide Kiihler 
haben Ableitung zu einer Absorptionsflasche, in der das ge- 
bildete Ammoniak bzw. die Amine aufgenommen werden. Die 
Absorptionsflasche ist mit der Saugpumpe verbunden. 

Die Hydrierung nimmt man in Portionen von je 30¢ 
Acetylprotein mit der 20fachen Menge wasserfreiem Amyl- 
alkohol und 45 g Natrium vor. Es ist von Wichtigkeit, dab 
die Hydrierung gut verliuft, weshalb die Art des Verfahrens 
etwas ausfiihrlicher beschrieben werden soll. Wenn der Amyl- 
alkohol auf etwa 80° erwirmt ist, setzt man das Acetylproteim 


unter leichtem Umschiitteln zu. Steht die Temperatur au! 


105°, so beginnt man, nachdem man den Brenner entfern 
hat, mit der Kinfiihrung des Natriums. Von dem angegebenet 
Quantum Natrium sind 15 g in Wiirfel von halber Erbsen- 
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erdBe geschnitten. Die tbrigen 30g sind durch Schiitteln 
unter kochendem Xylol grob zerstiubt. Die Zerstiubung darf 
nicht fein sein, da sonst das Natrium zu plétzlich wirkt. Das 
zerstiubte Natrium wird mit ein wenig von dem verwandten 
Xylol eingefiihrt, die Wiirfel portionenweise aus langen Reagenz- 
glisern. Das gesamte Natrium wird im Laufe von 15 Minuten 
gugegeben, und zwar beginnt man mit der Einfiihrung der 
Wiirfel und achtet darauf, daB das Natrium nicht zu einem 
Klumpen zusammenschmilzt. Wenn die Wiirfel zugesetzt sind, 
fahrt man mit dem Staub fort. Der Zusatz von Natrium muf 
in der Weise erfolgen, daB die Hydrierung immer kriftig vor 
sich geht. Nach Ablauf von etwa 10 Minuten muB schwach 
erwarmt werden, so daB sich die kleinen Natriumkiigelchen leb- 
haft in der Fliissigkeit bewegen. Es mu8 darauf geachtet 
werden, da&B man die Kiihler nicht zu stark kiihlt, damit sie 
durch den kochenden Amylalkohol nicht zum Springen kommen. 
Wenn die Kiihler gefiillt sind, kann von weiterer Wasser- 
zufuhr abgesehen werden. Nach etwa 20 Minuten hért man 
mit der Erwirmung auf. Nach weiteren 15 Minuten kiihlt 
man den Kolben unter kraftigem Schiitteln ab, setzt 300 ccm 
Ather zu und spaltet das Amylat durch Zugabe von 180 g 
Kis, nachdem ein eventuell vorhandener Natriumklumpen ent- 
fernt worden ist. 
Man nimmt zwei Hydrierungen mit je 30 g Acetylprotein 
unmittelbar nacheinander vor und fraktioniert sie dann zusammen. 
Am besten beginnt man mit der Reduktion am Morgen, 
damit die Fraktionierung noch am selben Tage fertig wird. 
Man vermeide Lésungen von Spaltungsprodukten, die 
Natriumhydroxyd enthalten, linger als unbedingt notwendig 
stehen zu lassen, da sonst hydrolytische Spaltungen erfolgen, 
die zur Bildung von viel van Slyke-Stickstoff fihren. 
Zur Gewinnung eines besseren Uberblicks sei der Frak- 
tionierung folgende zusammenfassende Ubersicht vorangestellt: 
Stickstofffraktion A: 
Acetylprodukte, die mit Ather aus der Chloroform- 
lésung der Acetylproteine nicht gefallt werden (diese 
werden fiir sich hydriert). 
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Aus der Hydrierung selbst gewinnt man: 
Stickstofffraktion B: 
Schwach basische, stickstoffhaltige Stoffe, ldslich in 
Ather-Amylalkohol; 
1. Atherlésliche Stickstofffraktion: B, 
2. Atherunlésliche Stickstofffraktion: B, 
Stickstofffraktion C: 
Starke Basen in Ather-Amylalkohol; 
1. Atherlésliche Stickstofffraktion: C, 
2. Alkohollésliche Stickstofffraktion: C, 
3. WaBriger Teil: C, 
Stickstofffraktion D: 
a Fraktion; 
1. Atherlésung esidamianien D>, 
2. Mit K,CO, ausgesalzene Alkohollésung (Proteol) 1) 
3. K, CO, -Lésung D, 

Stickstofffraktion KE: 

Bei der Hydrierung entstandene fliichtige Basen, im 
wesentlichen NH,. 

Die Ather-Amylalkoholschicht schiittelt man 3 mal mit je 
25 com 33°/, iger Kalilauge aus. Die Ausschiittelung gibt man 
zu der erst abgetrennten wiBrigen Schicht, die vorher 2 mal 
mit je 100 com Ather-Amylalkohol (3:1) ausgeschiittelt wurde. 
Die waBrige Schicht wird in einer Kiltemischung abgekiihlt 
und hierauf unter Turbinierung und stindiger Abkihlung mit 
konz. Salzsiure zur grauen Kongofarbe neutralisiert. 150 ccm 
Ather werden vor Beginn zugesetzt. Der letzte Teil der Neu- 
tralisation erfolgt ohne Turbinierung, damit der Neutralisations- 
punkt genau iiberwacht werden kann. Die Temperatur soll 
am besten nicht tiber 0° gehen. Wird die Lésung zu sauer, 
so erfolgt Ausscheidung von Pyrrolharzen. Nach erfolgter Neu- 
tralisation schiittelt man rasch 6—8mal mit Ather aus. Der 
Ather wird mit K,CO,-Lésung neutralisiert (D,). 

Die Ather-Amylalkohol-Fraktion wird 10 mal ausdauernd 
mit je 75 com 30°/, igem saurem Natriumphosphat ausgeschiittelt 
(alles berechnet fiir zwei vereinigte Priparationen). 

Die Phosphatlésung wird mit K,CO, gesattigt und 8 bis 
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10mal mit je 75—100 cem Ather ausgeschiittelt (C,). Vor den 
letaten Ausschiittelungen setzt man 25 ccm 50°/, ige Kalilauge 
zu. Nach beendeter Atherausschiittelung, die kraftig und aus- 
dauernd erfolgen mu, wird das zuletzt zugesetzte Kalium- 
hydroxyd mit der aquivalenten Menge Phosphorsiure neutrali- 
siert und hierauf mit 94°/,igem Alkohol kriaftig bis zur ,,Er- 
schépfung* (etwa 8mal) ausgeschiittelt (C,). Die wihrend der 
Ausschittelung ausgefallenen Salze saugt man ab; die Lésung 
muB immer mit K,CO, gesittigt gehalten werden. Die Alkohol- 
lisung wird mit K,CO, getrocknet. 

Aus der Phosphatlésung gewinnt man die Stickstofffrak- 
tionen C,, C, und C,. Aus dem mit Phosphat ausgeschiittelten 
Amylalkohol-Ather nach Abdestillation des Lisungsmittels B, 
und B,. Die Abdestillation erfolgt im schwachen Wasserstoff- 
strom, zuletzt im Vakuum; es geht immer einiges Pyrrol mit 
iiber. 

Der Amylalkohol mu8 griindlich abdestilliert werden. Der 
Riickstand wird in einigen Kubikzentimetern Alkohol gelést, 
da es sonst etwas beschwerlich ist, die Pyrrole in Lésung zu 
bekommen. Man fallt nun mit reichlich wasserfreiem Ather, 
wobei man die echten Pyrrole in die Atherlisung bekommt 
\B,). Die Fallung (B,) ist hygroskopisch, solange sie nicht von 
Ather befreit ist. Wenn alle Feuchtigkeit vermieden und im 
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet wird, erhilt man ein 
braunes Pulver, das nicht besonders hygroskopisch ist. 

Die vom Ather-Amylalkohol abgetrennte, erste, waBrige 
Schicht, die mit Salzsiure neutralisiert wurde und aus der mit 
Ather die sauren Pyrrole ausgeschiittelt wurden, wird mit K,CO, 
gesittigt und mit etwa 94°/,igem Alkohol so lange ausge- 
schiittelt, bis nichts mehr in den Alkohol geht (etwa 8—10 mal). 
Kin Teil der Natriumsalze und etwas Kalisalze werden aus- 
gefallt und werden auf dem Biichnertrichter abgesaugt. Diese 
Salze werden mit dem Alkohol, der zur Ausschiittelung an- 
gewandt wird, ausgewaschen. Die Lésung muB mit K,CO, 
gesittigt bleiben. Die Alkohollésung ist Fraktion D, (Proteol). 

Die alkalische, alkoholische Liésung, die gewoéhnlich 11/, 
bis 2 Liter miBt, wird mit alkoholischer Salzsiure genau’ neu- 
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tralisiert und iiber Nacht stehen gelassen. Die Lisung wird 
filtriert, im Vakuum eingedampft und wiederum in gewohn- 
lichem absolutem Alkohol aufgenommen, wodurch sie von Chlor. 
kalium befreit wird (Volumen etwa 250 ccm). Ks ist wichtig, 
dafi das Proteol so rasch wie méglich in neutrale Alkohol- 
lésung kommt. Denn sowohl die wiBrige, wie die alkoholische 
alkalische Lésung werden rasch hydrolisiert, wodurch bis 71 
30°/, van Slyke-Stickstoff gebildet werden kénnen. 

Arbeitet man rasch und halt man die Fliissigkeiten bei 
méglichst niedriger Temperatur, so entstehen nur wenige Pro- 
zente van Slyke-Stickstoff. 

Der Stickstoff, der in den ausgefallenen Salzen sowie i) 
der K,CO,-Lisung zuriickgeblieben ist, wird Fraktion D, be- 
nannt. 


Charakterisierung der Fraktionen B, C, D und E aus 
dem Acetylgliadin. 

Zur niheren Charakterisierung der verschiedenen Frak- 
tionen mége folgendes dienen: 

Stickstofffraktion B, enthalt die Pyrrole, die durch die 
gewohnlichen Pyrrolreaktionen charakterisiert sind. Kin Teil 
kann mit tiberhitztem Wasserdampf destilliert werden und wird 
in ein wenig Ather aufgenommen. Hat man zu lange stehen 
lassen, so sind die Pyrrole polymerisiert und kénnen nicht 
mehr destilliert werden.') Der Wasserdampf darf bei der De- 
stillation nicht allzusehr iiberhitzt werden. Bei einer krii- 
tigen Spaltung von Acetylgliadin ist die Ausbeute in dieser 
Fraktion etwa 3,8°/,. Hierzu kommen die Pyrrole von der 
Hydrierung des spiter besprochenen Acetylproteols mit 1,74°, 
vom urspriinglichen Gesamt-N, was im ganzen 5,54°/, Pyrrol- 
ausbeute ergibt. Die relativ hohe Ausbeute aus dem Proteo! 
riihrt vermutlich yon verharzten Pyrrolsiiuren her. 





) Nach Willstiitter kénnen Methylgruppen in Pyrrolen dure 
Amyl ausgetauscht werden, wenn man die Pyrrole mit Natriumamy!at 
in Amylalkohol erhitzt. Da8 hier eine derartige Reaktion vor sich geht. 
ist sehr wahrscheinlich und kann so Veranlassung zu einer geringeren 
Destillierbarkeit der Basen geben. 
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Der Stickstoff in B, wurde bestimmt durch Zusatz von 
itherischer HgCl,-Lisung zu der itherischen Basenliésung, Ab- 
dampfung bei gewohnlicher Temperatur und Aufnahme des 
Riickstandes mit feinem gegliihtem Kupferoxyd zur Dumas- 
Bestimmung. 

Stickstofffraktion B, besteht aus einem braunen, neu- 
tralen Stoff, unléslich in Ather, iuBerst leicht léslich in Al- 
kohol, unléslich in Wasser und trockenem Aceton, lislich da- 
gegen in wasserhaltigem Aceton. 
 -Der Stoff gibt mit Quecksilberchlorid eine Fallung sowie 
Pyrrolreaktion mit Dimethylaminobenzaldehyd und Salzsiure, 
besonders in der Wiarme. Beim trockenex Erhitzen des Stoffes 
erhilt man kriftige Fichtenspanreaktion, wihrend die alko- 
holische Lésung keine solche gibt. Er muB als ein zusammen- 
gesetzter Pyrrolstoff angesehen werden. Der Stickstofigehalt 
ist 11,9°/,. Er ist ziemlich luftbestindig. Aus dem Acetyl- 
gliadin erhalt man eine Ausbeute von 1,7°/,, wozu aus dem 
Acetylproteol weitere 0,96°/, des urspriinglichen Gesamtstick- 
stofis kommen, was zusammen 2,66°/, vom Gesamtstickstoff 
des Acetylgliadins ausmacht. 

Die aus der Ather-Amylalkohollésung mit primirem Na- 
triumphosphat ausgeschiittelten starken Basen werden in einen 
ather-, emen alkohol- und einen wasserliéslichen Teil eingeteilt 
(C,, C,, Cy) 


Stickstofffraktion C,. 


Die itherlésliche Fraktion C, besteht aus einer Mischung 
mehrerer heterocyclischer Basen. Die Basen sind mit Ather 
etwas fliichtig und werden deshalb mit etwas weniger als der 
berechneten Menge wasserfreier atherischer Salzsiure neutra- 
lisiert. Die Salze fallen dlig aus. Man lést sie in wenig 
Methylalkohol und macht die Basen mit wasserfreiem methyl- 
alkoholischem Kali frei. 

Die Basen haben einen piperidinartigen Geruch, ohne den 
ammoniakalischen Beigeruch. Starke Siuren farben sie dunkel- 
braun; mit Alkalihydroxyd geben sie Ammoniak ab, besonders 
reichlich beim Erwirmen. 
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Bei der Titrierung mit Saure entspricht ungefihr ein 
Stickstoff einem Séureiiquivalent; die Stickstoffmenge ist ein 
wenig hoher. 

Formoltitrierbar sind etwa 70°/, der Normalitat der Basen. 
Von dem Stickstoff des Prolins sind ebenfalls 70°/, formol- 
titrierbar, was mit der Formoltitration der Basen iibereinstimmt, 
wenn man diese im wesentlichen als Pyrrolidine oder Pyrroline 
ansieht. 

Die van Slyke-Bestimmung ergibt nur ungefihr 21°) 
Aminostickstoff. Primiare aliphatische Amine liegen nicht vor; 
die Senfélreaktion ist negativ. Etwa 1/, der Basen kann bei 
gewohnlichem Druck oder mit Wasser destilliert werden. Im 
Vakuum destillieren ?/, der Basen ab. 


Beim Erhitzen mit Zinkstaub geben die salzsauren Salze 
reichlich Pyrrole; dasselbe geschieht bei vorsichtiger trockener 
Erhitzung der freien Basen im Reagenzglase. 


Die Platin- und Goldsalze zeigen, daB Mischungen von 
Basen veorliegen. 


Die Basen sind léslich in wenig Wasser, scheiden sich 
bei Zugabe von mehr Wasser etwas aus und lésen sich wieder 
in viel Wasser. Dies ist ein Charakteristikum fir Homologe 
von Pyrrolinen. Die Liésungen der salzsauren Salze geben 
nach Kintrocknung auf einem Fichtenspan diesem eine kanarien- 
gelbe Farbe, eine Probe, die charakteristisch fiir Pyrazoline 
ist. Pyrazolverbindungen kann man in den Proteinstoffen nicht 
erwarten, aber es ist unzweifelhaft, daB sich unter den Basen 
Verbindungen mit zwei Stickstoffatomen im Ringe finden (vel. 
unten folgende Tabelle iiber die Fraktionierung der Basen und 
die Besprechung der Zinkstaubdestillation der alkoholischen 
Phosphatbasen). 

Da Glyoxalinringe im Proteinmolekil nachgewiesen sind, 
so sind eher Basen dieser Art zu erwarten. 

Man kann erwarten unter den Basen Hydroxylpyrrolidine 
zu finden. Da diese bei gewdhnlicher Temperatur fest sind 
und destilliert werden kénnen, ist die Méglichkeit der Gegen- 
wart solcher Basen nicht von der Hand zu weisen, da sich im 
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ersten Destillat der abdestillierten Basen krystallinisch er- 
scheinende Basen vorfinden. 

Primire aliphatische Amine finden sich hier sicherlich 
nicht, selbst wenn die van Slyke-Bestimmung 21°/, Amino- 
stickstoff ergibt. Ob Pyrroline oder Hydroxylpyrroline van 
Slyke-Stickstoff geben, wei ich nicht, aber es ist gut méglich, 
daB die unsymmetrischen (0,- und 0,-) Pyrroline infolge einer 
Sprengung des Pyrrolinringes durch die Nitritlésung van Slyke- 
Stickstoff geben. 

Hydroxylpyrroline, die sicher duferst leicht aufspaltbar 
sind, wurden auf synthetischem Wege noch nicht hergestellt. 

Etwa 10g dieser Basen wurden in einem Claisenkolben 
in 5 Fraktionen destilliert. Die einzelnen Fraktionen wurden 
mit titrierter athylalkoholischer Salzsiure neutralisiert. Stick- 
stoffmenge, Formolstickstoff, van Slyke-Stickstoff und Gewicht 
der zur Konstanz getrockneten Salze wurden bestimmt und 
sind in folgender Tabelle aufgefiihrt. 
























































Fraktion 2 und 3 enthielt feste Basen, 4 und 5 fliissige. 
Fraktion 5 roch nach aliphatischen Aminen, die durch Zer- 
setzung entstanden waren. 

Im Kolben blieben 3,1 g zuriick, die bei dem angewandten 
Vakuum von 6,5 mm nicht destillierbar waren. Dieser Riick- 
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Bei der Titrierung mit Saure entspricht ungefihr ein 
Stickstoff einem Saureiiquivalent; die Stickstoffmenge ist ein 
wenig hoher. 


Formoltitrierbar sind etwa 70°/, der Normalitat der Basen. 
Von dem Stickstoff des Prolins sind ebenfalls 70°/, formol- 
titrierbar, was mit der Formoltitration der Basen iibereinstimmt, 


wenn man diese im wesentlichen als Pyrrolidine oder Pyrroline 
ansieht. 


Die van Slyke-Bestimmung ergibt nur ungefihr 21°). 
Aminostickstoff. Primare aliphatische Amine liegen nicht vor; 
die Senfélreaktion ist negativ. Etwa +/, der Basen kann bei 
gewohnlichem Druck oder mit Wasser destilliert werden. Im 
Vakuum destillieren ?/, der Basen ab. 


Beim Erhitzen mit Zinkstaub geben die salzsauren Salze 
reichlich Pyrrole; dasselbe geschieht bei vorsichtiger trockener 
Erhitzung der freien Basen im Reagenzglase. 


Die Platin- und Goldsalze zeigen, daB Mischungen von 
Basen vorliegen. 


Die Basen sind léslich in wenig Wasser, scheiden sich 
bei Zugabe von mehr Wasser etwas aus und lésen sich wieder 
in viel Wasser. Dies ist ein Charakteristikum fir Homologe 
von Pyrrolinen. Die Liésungen der salzsauren Salze geben 
nach Kintrocknung auf einem Fichtenspan diesem eine kanarien- 
gelbe Farbe, eine Probe, die charakteristisch fiir Pyrazoline 
ist. Pyrazolverbindungen kann man in den Proteinstoffen nicht 
erwarten, aber es ist unzweifelhaft, daB sich unter den Basen 
Verbindungen mit zwei Stickstoffatomen im Ringe finden (vgl. 
unten folgende Tabelle iiber die Fraktionierung der Basen und 
die Besprechung der Zinkstaubdestillation der alkoholischen 
Phosphatbasen). 

Da Glyoxalinringe im Proteinmolekiil nachgewiesen sind, 
so sind eher Basen dieser Art zu erwarten. 

Man kann erwarten unter den Basen Hydroxylpyrrolidine 
zu finden. Da diese bei gewdhnlicher Temperatur fest sind 
und destilliert werden kénnen, ist die Méglichkeit der Gegen- 
wart solcher Basen nicht von der Hand zu weisen, da sich im 
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ersten Destillat der abdestillierten Basen krystallinisch er- 
scheinende Basen vorfinden. 

Primire aliphatische Amine finden sich hier sicherlich 
nicht, selbst wenn die van Slyke-Bestimmung 21°/, Amino- 
stickstoff ergibt. Ob Pyrroline oder Hydroxylpyrroline van 
Slyke-Stickstoff geben, wei ich nicht, aber es ist gut méglich, 
daB die unsymmetrischen (0,- und 0,-) Pyrroline infolge einer 
Sprengung des Pyrrolinringes durch die Nitritlésung van Slyke- 
Stickstoff geben. 

Hydroxylpyrroline, die sicher duferst leicht aufspaltbar 
sind, wurden auf synthetischem Wege noch nicht hergestellt. 

Etwa 10g dieser Basen wurden in einem Claisenkolben 
in 5 Fraktionen destilliert. Die einzelnen Fraktionen wurden 
mit titrierter athylalkoholischer Salzsaiure neutralisiert. Stick- 
stoffmenge, Formolstickstoff, van Slyke-Stickstoff und Gewicht 
der zur Konstanz getrockneten Salze wurden bestimmt und 
sind in folgender Tabelle aufgefiihrt. 
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Fraktion 2 und 3 enthielt feste Basen, 4 und 5 fliissige. 
Fraktion 5 roch nach aliphatischen Aminen, die durch Zer- 
setzung entstanden waren. 

Im Kolben blieben 3,1 g zuriick, die bei dem angewandten 
Vakuum von 6,5 mm nicht destillierbar waren. Dieser Riick- 
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stand war teilweise zersetzt und roch nach Indolen und aljj. 
phatischen Aminen. 

Fraktion 3 weist keine Ubereinstimmung zwischen Stick. 
stofigehalt und Siauretitration auf. Die Analysen wurden mit 
dem gleichen Resultat wiederholt. Die Verschiedenheit kany 
man nur erkliren, wenn man annimmt, daB sich in dem Ge. 
menge eine Base mit 2 Stickstoffatomen im Molekiil vorfindet 
(Pyrazolin oder Glyoxalin). 

Die salzsauren Salze der Fraktionen 1 und 2 waren kry. 
stallinisch, die iibrigen amorph. 

Um eine Vorstellung iiber die GréBe des Molekiils zu be- 
kommen, sei fir Fraktion II das Gewicht von 14,5 ccm 1/1-n 
salzsaurem Methylpyrrolidin = 1,7593 g beigefiigt (gefundenes 
Gewicht des salzsauren Salzes 1,814 g); fiir Fraktion III das 
Gewicht von 3,68 ccm 1/1 n salzsaurem Methylglyoxalin (3,68 
ist die Differenz zwischen dem gefundenen N = 16,75 n und 
der Siuretitration = 13,07 n) plus dem Gewicht von 13,07 — 
3,68 = 9,39 ccm 1/1 n-Tetramethylpyrrolidin, zusammen = 1,962 ¢ 
(gefundenes Gewicht des salzsauren Salzes 1,962 g); fiir Frak- 
tion IV das Gewicht von 10,4 com 1/1 n salzsaurem Diiithyl- 
methyl-Pyrrolidin = 1,8356 g (gefundenes Gewicht des salz- 
sauren Salzes 1,722 g). Bei den Destillationstemperaturen fiir 
11 und IV ist die Temperatur angegeben, bei der die Haupt- 
menge iberdestillierte. 

Die Hauptmenge der Basen muB wohl aus Pyrrolidinen 
bestehen. 

Kine Isolierung der einzelnen Bestandteile wurde noch 
nicht versucht, da erst eine gute Grundlage fiir die ergiebigste 
Spaltungsmethode gelegt werden muB. Zur Isolierung der 
Basen wird H. Paulys?) Vorgehen bei der Isolierung von Pyr- 
rolidinen sicher niitzlich sein. DaB sich im Gliadin Pyrrole 
finden, diirfte bewiesen sein; da sich der Pyrrolidinring in Ge- 
stalt von Prolin vorfindet, ist es natiirlich, daB auch das 
Zwischenstadium des Pyrrolins vorhanden ist. Da Pyrrolin 
aus Pyrrol bei der Reduktion mit Natrium und Amylalkohol 





') H. Pauly, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 322, S. 122 (1902). 
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nicht hergestellt werden kann}), muB der Pyrrolinring als solcher 
im Protein vorhanden sein, wenn wir diesen im Basengemisch 
rorfinden. Und da® der Pyrrolinring in den Basen vorhanden 
jst, darauf deutet verschiedenes hin: einmal die leichte Ab- 
spaltung von Ammoniak beim Behandeln mit Alkali und dann das 
besondere Verhalten beim Lésen der Basen in Wasser (leicht 
lislich in ganz wenig Wasser, Ausfall bei mehr Wasserzugabe, 
schwer léslich in viel Wasser). Bei gleichartiger Reduktion 
yon Acetylgelatine mit Natrium und Amylalkohol bekommt 
man nur 1/10 atherlésliche Basen wie beim Gliadin. Deshalb 
kinnen diese &therléslichen Basen beim Gliadin nicht durch 
Reduktion von Pyrrolen entstanden sein. Die Anwesenheit 
einer groBeren Menge von Pyrrolinen im Gliadin gibt auch 
eine Erklirung fiir die groBe Ammoniakmenge (etwa 27°/, des 
Stickstoffs), die bei der Hydrolyse mit wiBrigem Alkali so 
leicht gebildet wird. — Die Ausbeute an C, betragt beim 
Acetylgliadin 16°/,, wozu aus dem Proteol noch 3,48°/,, be- 
rechnet auf den Gesamt-N des Hauptpraparats, kommen. 


Stickstofffraktion C,. 


Stickstofffraktion C,, die aus Basen besteht, welche un- 
lislich in Ather, aber léslich in Alkohol sind, wird mit alko- 
holischer Salzsiiure neutralisiert. Dampft man die Lésung im 
Vakuum zur vyolligen Trockne ein, so hat der Kolbeninhalt 
emen starken Geruch nach Pyridin. Die Probe auf Pyridin 
mit Dinitrochlorbenzol und Alkali gibt eine tief rotbraune 
Farbe. 

Die salzsauren Salze der Basen kénnen in einen aceton- 
lishichen und einen acetonunléslichen Teil getrennt werden. 
Man destilliert zu diesem Zweck den Alkohol im Vakuum so 
weit ab, daB ein diinner Sirup zuriickbleibt, fallt mit trockenem 
Aceton und wiascht die ausgefallenen 6lartigen Salze mit 
Aceton aus. Etwa 80°/, der salzsauren Salze sind léslich in 
Aceton. Diese Fraktion hat ausgesprochenen Selleriegeruch. 


') I. Schlink, Chem. Ber. Bd. 32, S. 947 (1899). 
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Acetonléslicher Teil von ©,. 


Die acetonléslichen Salze sind zerflieBlich an der Luft 
und geben einen Niederschlag mit Alkaloidreagentien. Da 
Quecksilbersalz, aus der Acetonlésung mit alkoholischem Queck. 
silberchlorid gefallt, hat krystallinischen Charakter und eignet 
sich zur Analyse. Das Pikrat ist léslich in Aceton. Mi 
Dimethylaminobenzaldehyd geben die Salze eine schwache 
Reaktion. Die Acetonlésung zeigt Fluorescenz. Léslich sind 
die Salze in Chloroform und Essigester. Hine Lésung wo 
10 ccm mit einem N-Gehalt von 1,332 com 1/1 n gab bei 
mehreren sorgfailtigen Analysen bei Fiallung mit AgNO, 
0,0607 g AgCl = 0,44 ccm 1/1 n-HCl. 

Das Verhialtnis von Stickstoff zu Chlor ist also 3:1. 

Bei der trockenen Destillation des acetonléslichen salz- 
sauren Salzes mit Zinkstaub werden leicht Pyrrole und Pyr- 
roline (?) abgespalten. Geruch nach Indolen oder aliphatischen 
Aminen konnte nicht wahrgenommen werden. 

Die Destillation erfolgte im Wasserstoffstrom in einer 
kleinen, lotrecht aufgestellten, tubulierten Retorte, die in einen 
Fraktionskolben mit 10 ccm Wasser tauchte. Destillierte man 
eine Basenmenge, die 8 ccm 1/1 n-N enthielt, so erhielt mau 
0,63 1/1 n-N als Pyrrole in Ather. Die N-Bestimmung er- 
folgte nach Dumas, nachdem die Atherlésung zur Entfernung 
der starken Basen mit etwas Wasser durchgeschiittelt worden 
war. 2,72 1/1 n-N blieben als stirkere Basen (Pyrroline?) in 
der wibrigen Loésung, in der sie mit Saure titriert wurden. 
N und Siure waren iquivalent. Im ganzen destillierten 42°, 
des Stickstoffs iiber. 

Das salzsaure Salz der Pyrroline war krystallinisch; sei 
Gewicht entsprach einem Dimethylpyrrolin. Das schwefelsaure 
Salz zersetzte sich unter Entwicklung von schwefliger Siure, 
nachdem es einige Tage im Vakuum iiber Schwefelsiure ge- 
standen hatte. 

Hier soll daran erinnert werden, daB salzsaure Salze von 
Pyrrolidinen bei Destillation mit Zinkstaub Pyrrole geben. 

Die Acetonbasen sind nicht flichtig mit iiberhitztem 
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Wasserdampf. Der Kolbeninhalt hatte nach der Destillation 
einen starken Geruch nach Indolverbindungen und gab Pyrrol- 
reaktion mit Dimethylaminobenzaldehyd; die Basen waren zer 
setzt. Wird das Salz mit trockenem Ca(OH), destilliert, so 
erhilt man Pyrrole und starke Basen von piperidin-pfeffer- 
artigem Geruch, die mit Dinitrochlorbenzol und Alkali eine 
tief rotbraune Farbe geben. Die violette Farbe, die Pyridin 
gibt ehe die Farbe in rotbraun iibergeht, zeigte sich nicht; 
jedoch ist dies auch bei den verschiedenen Pyridinderivaten 
unterschiedlich. 

Bei der Kalkdestillation war keinerlei Geruch nach In- 
dolen oder aliphatischen Aminen bemerkbar, 

Die Basen spalten beim Kochen mit wiBrigem Alkali- 
hydroxyd Basen von pfefferminzartigem, frischem Geruch ab, 
wobei jedoch der Selleriegeruch nicht verschwindet. Ammoniak 
war nicht zu bemerken. Bei der Hydrolyse, die durch die 
Behandlung mit Kaliumhydroxyd erfolgt, werden Atherlésliche 
heterocyclische Basen und alkohollésliche Sauren gebildet. 
Zugleich scheidet sich ein Teil verharzte Pyrrolsiuren aus. 
Am meisten fatherlésliche Basen erhalt man, wenn man etwa 
10 Minuten mit starkem Alkali bei 50—60° hydrolysiert. Er- 
wirmt man im Wasserbad auf 100°, so geht die Ausbeute an 
itherléslichen Basen ganz bedeutend zuriick. LEinige der 
Basen kénnen also die starke Kalilauge bei héherer Temperatur 
nicht ertragen. Hydrolysiert wurde das acetonldsliche, salz- 
saure Salz von Fraktion C, von Hydrierung Nr. 6 (Tab. 8). 
(Diese C,-Basen stammen zwar aus der Hydrierung von Stick- 
stofifraktion A; aber da die Basen sonst die gleichen Kigen- 
schaften zeigen, wie die C,-Basen aus dem Acetylgliadin, so 
kann man wohl annehmen, daB sie sich auch bei der Hydro- 
lyse gleich verhalten.) Die angewandte Basenmenge enthielt 
l4ccm 1/1 n-N und wurde 10 Minuten lang bei 50—55° mit 
2) com 25°/, iger Kalilauge behandelt. Nach der Hydrolyse 
wurde 4mal mit Ather ausgeschiittelt wobei 45°/, des Stick- 
stoffs in den Ather gingen. Bei der Behandlung mit Ather 
schieden sich Harze aus, die 15,8°/, des urspriinglichen Stick- 
stofls enthielten. Der gréBte Teil der Atherlésung besteht 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CX XVII. 11 
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aus starken Basen, die mit 30°/,igem primarem Natriun. 
phosphat ausgeschiittelt wurden. 

Die wiBrige alkalische Lésung enthielt eine Saure, dic 
durch teilweise Sattigung der Lésung mit CO, und Zusatz yop 
K,CO, zur volligen Sattigung in Alkohol ausgesalzen wurde, 
Die alkoholische Lésung wurde mit gegliihtem Kaliumcarbonat 
getrocknet. Sie enthielt 5,15 1/1 n-N = 37,3°/,. In de 
wiBrigen Lésung blieben nur 2,3 °/, des Gesamtstickstoffs zuriick 

Titrierte man das in der Alkohollésung enthaltene Kaliun. 
salz der Siure zum Formoltitrationspunkt, so wurden, nach 
Abzug der Korrektur fiir das aus dem Kaliumcarbonat 
stammende Alkali, 2,89 — 0,23 = 2,66 ccm 1/1 n-HCl ver. 
2,66 + 100) 
"5,8 | 


braucht. Dies entspricht einer Carboxylzahl von 51 ( aa 


Formoltitrierbar waren 71°/, des vorhandenen Stickstoffs, was 
eine Gesamtcarboxylzahl von 122 gibt. 

Die van Slyke-Bestimmung ergab 11°/, Amino-N. 

Die Siéiure ist dadurch als heterocyclische Saure mit 
einigen freien Aminogruppen charakterisiert und steht zweifellos 
der spiter besprochenen Siure aus dem Proteol ziemlich nahe, 

Die Saure gibt mit Dimethylaminobenzaldehyd eine starke 
Reaktion und wird durch Alkaloidreagentien gefillt. 

Die ausgeschiedenen Harze gaben starke Aldehyd- und 
Fichtenspanreaktion. Sie hatten sauren Charakter und wurden 
als Kaliumsalze in Alkohollésung iibergefiihrt. Mittels Aschen- 
bestimmung erhielt man eine Carboxylzahl von 21,5. 

Die in Ather gelésten Basen lieben sich durch 30 °/, iges 
primires Natriumphosphat in schwache und starke Basen 
trennen. Die starken Basen, die aus der Phosphatlésung nach 
Alkalisierung mit Kalilauge durch Sattigung mit Kaliumcarbonat 
ebenfalls in Ather iibergefiihrt wurden, gaben mit Dimethyl: 
aminobenzaldehyd gute Reaktion. Beim Kochen erhielt man 
keine blaue Farbe, wie dies bei den schwachen Basen der 
Fall ist. Die Senfélreaktion zum Nachweis von aliphatischen 
Aminen war vollig negativ. Der Selleriegeruch war nicht 
verschwunden. 67°/, des Stickstoffs der Basen konnten mit 
Siure titriert werden. Die Formoltitration war etwas hoher 
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als die Séuretitration, war aber nicht scharf. Der van Slyke- 
Stickstoff war 12°/,. Unter den Basen miissen sich hetero- 
cyclische mit 2N im Ring befinden. Von dem Stickstoff der 
urspriinglichen Acetonbasen befanden sich etwa 40 °/, in dieser 
Fraktion. 

Nach der Ausschiittelung mit Phosphat waren im Ather 
10°/, der gesamten, urspriinglich in Ather gelésten Basen oder 
42°), der urspriinglichen Acetonbasen zuriickgeblieben (ber. 


fir 100°/, Gliadin-N : 0,25 °/,). Diese schwachen Basen gaben 


ausgepragt starke Farbenreaktionen. Einem mit Salzsiure 
befeuchteten Fichtenspan gaben sie eine starke violette Farbe, 
die beim Liegenlassen nahezu in schwarz iiberging. Mit Di- 
methylaminobenzaldehyd und Salzséure erhielt man erst eine 
rote Farbe, die beim Erwarmen rasch in rotviolett iiberging, 
um schlieBlich nach kurzem Kochen tief kobaltblau zu werden. 
Dies ist genau dieselbe Reaktion wie die Liebermannsche 
Tryptophanreaktion, die man erhalt wenn man z. B. das in 
konzentrierter Salzsiure geléste Gliadin oder Casein mit 
p-Dimethylaminobenzaldehyd versetzt. 

Das freie Tryptopuan selbst gibt ebenfalls diese blaue 


Farbenreaktion mit Dimethylaminobenzaldehyd, was von Herz- 


feldt zur Bestimmung von Tryptophan in den Proteinen be- 
nutzt wurde.') Gelést in Essigsiure und mit wenig Glyoxyl- 
siure versetzt, geben die Basen bei Unterschichtung mit 
konzentrierter Schwefelsiure den violetten Ring der Adam- 
kiewiezschen Tryptophanreaktion. 

Mit Bromwasser erhilt man keine Farbenreaktion. Die 
in Wasser unlislichen Basen, lésen sich bei Zusatz einer ganz 
geringen Menge Bromwasser und fallen bei Zusatz von etwas 
mehr Bromwasser als Ol wieder aus. Das Ol kann mit Ather 
ausgeschiittelt werden. In welchem Zusammenhang die ge- 
lundene Base zum Tryptophan steht, muB spiter gezeigt 
werden. DaB es sich um eine Indolverbindung handelt, diirfte 


) E. Herzfeldt, Biochem. Zs. Bd. 56, S. 258—266 (1913, 2). Herz- 
feld gibt den Tryptophangehalt fiir Gluten-Casein zu 0,07°/, an. 
Abderhalden (Diese Zs. Bd. 44, S. 276 (1905) findet 1°/, Tryptophan 
im Gliadin. 
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auBer Zweifel stehen, da z. B. bei Destillation der aceton. 


léslichen C,-Base mit iiberhitztem Wasserdampf sehr starker : 


Indolgeruch auftritt. Die urspriingliche, acetonlésliche Base 
gibt die blaue Farbenreaktion nicht. Sie gibt mit Dimethyl. 
aminobenzaldehyd und Salzsiure nur eine ganz schwache rote 
Pyrrolreaktion und eine gelbe Farbenreaktion auf Fichtenspan. 

Aus der Charakteristik der Basenfraktion C, geht hervor, dag 
diese aus einer Art von polypeptidartigen Verbindungen bestehen 
muB, die sich aus heterocyclischen Basen und Saiuren zusammen- 
setzen, deren Herkunft im wesentlichen auf Pyrrolverbindungen 
und andere heterocyclische Verbindungen zuriickzufiihren ist, 


Acetonunléslicher Teil von (,. 


Die in Aceton unléslichen Salze geben mit Dimethyl. 
aminobenzaldehyd und Salzsiure starke Pyrrolfarbe. Die salz- 
sauren Salze sind in Chloroform unldéslich, wihrend die freien 
Basen darin léslich sind. Letztere sind, wie ihre salzsauren 
Salze, unléslich in Aceton. Mit Alkaloidreagentien erhalt man 
Fallungen. Das Quecksilbersalz zeigt keinen krystallinischen 
Charakter. Bei Destillation mit Zinkstaub geben die Salze 
reichlich Pyrrole und starkere heterocyclische Basen von 
piperidin-pfefferartigem Geruch. Die Kjeldahl-Bestimmung 
der starken Basen aus der Zinkstaubdestillation weist einen 
Stickstoffgehalt auf, der 33°/, gréBer als die Siuretitrierung 
der Basen ist. Die unter C, besprochenen Basen mit 2 Stick- 
stoffatomen miissen also wohl aus dieser Fraktion stammen 
und es besteht ein wesentlicher Unterschied zwischen den 
beiden Basenfraktionen von C,. Die Chlorbestimmung ver 
mittels Fallung mit AgNO, kann bei den acetonunlislichen 
Salzen nicht angewandt werden; doch scheint das Verhiltnis 
zwischen Stickstoff und Chlor dem der acetonlislichen zu 
gleichen. 

Bei einer kurzen Hydrolyse mit starkem Kaliumhydroxyd 
kann man etwa 20°/, der Stickstoffmenge in Ather aus 
schiitteln. Diese itherléslichen Basen haben einen etwas 
stechenden Geruch, der nicht an Pfefferminze erinnert. Ew 
groBer Teil der urspriinglichen Basen scheidet sich bei der 
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Behandlung mit Kaliumhydroxyd teerartig aus. Dieses teer- 
artige Produkt, das starke Dimethylaminobenzaldehyd- und 
Fichtenspanreaktion mit konzentrierter Salzsiure gibt, ist léslich 
in Alkohol und unléslich in Ather. Es besteht sicher, teilweise 
aus Kalisalzen verharzter Pyrrolsiuren. Die alkalischen Pro- 
dukte aus dieser Alkalihydrolyse sind noch nicht naher 
untersucht. 

Die alkoholléslichen Phosphatbasen zeigen bei der Formol- 
titration nach Sérensen 30,4 °/, formoltitrierbaren und 21,0 °/, 
yan Slyke-Stickstoff. Diese Bestimmung wurde vorgenommen 
in der urspriinglichen Basenfraktion C,. 

Werden die Basen — sowohl die acetonléslichen, wie die 
acetonunlislichen — mit Jodmethyl in der friiher angegebenen 
Weise methyliert, so wird kein Methoxyl gebildet. Es ist 
jedoch nicht ausgeschlossen, daB die Basen Hydroxyl enthalten, 
da verschiedene hydroxylhaltige heterocyclische Basen nur 
‘schwierig methyliert werden kénnen. Man kann auch erwarten, 
Oxy-Pyrrolidine vorzufinden. 

Die Basen haben einen scharf bitteren Geschmack. Ob 
sie giftig sind, wei8 ich nicht. Aber da die giftigen Alkaloide 
Nicotin, Atropin, Cocain u. a. hydrierte Pyrrolkerne enthalten, 
dirfte es von Interesse sein, diese alkaloidartigen Spaltungs- 
produkte auf ihre physiologische Wirkung zu untersuchen. 
Die Annahme, daB die Alkaloide in chemischer Beziehung den 
Proteinstoffen nahe stehen, ist nicht neu. 

Amé Pictet*) hat die Hypothese aufgestellt, daB die 


Alkaloidbildung in den Pflanzen auf sekundiren Umbildungen 


primirer verhialtnismaBig einfach aufgebauter, basischer Zer- 
fallsprodukte beruht. Er meint fernerhin, daB die Pyrrolkerne 
in den Alkaloiden auf Bildung aus Proteinstoffen und nicht 
aus Chlorophyl zuriickzufiihren sind. Diese Hypothese Pictets 
fndet eine gute Begriindung in dieser Arbeit. 

Die Ausbeute an alkoholléslichen Phosphatbasen (C,) hat 
mwischen 13,2 und 15,1°/, vom Gesamtstickstoff im Acetyl- 


——_—, —__.. 





') Amé Pict: « u. G. Court: Uber einige neue Pflanzenalkaloide. 


Chem. Ber. Bd. 40, S. 8771 und Bull. Soc. Chim. de France (4) Bd. 1, 
S. 1001—16. 
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gliadin varriiert. Hierzu mu8 man die Fraktion C, aus der 
Hydrierung des Acetylproteols mit 4,2°/, N vom Gesamt-N 
des Acetylproduktes rechnen. Fraktion C, aus der Hydrierung 
des Acetylproteols enthalt 31,4°/, Formol- und 31,4°/, van 
Slyke-Stickstoff. Es muB also eine freie Aminogruppe vor- 
liegen. Da in der Hauptfraktion der van Slyke-Stickstof 
geringer ist, wihrend der Formolstickstoff derselbe geblieben 
ist, so kann man vermuten, daB ein heterocyclischer Ring, 
der formoltitrierbar ist, gesprengt und eine Aminogruppe ge- 
bildet wurde. Die ganze Untersuchung von C, hat gezeigt, 
daB wir in dieser Fraktion eine gréBere Menge heterocyclischer 
Basen vor uns haben, die Pyrrolkerne oder. hydrierte Pyrrol- 
kerne enthalten miissen. 

Die Basenfraktion C,, die sich nicht mit Alkohol aus. 
schiitteln liBt, ist beim Gliadin sehr gering und wurde nicht 
untersucht. 


Stickstofffraktion D,. 


Stickstofffraktion D, erhilt man aus der wiBrigen 
Schicht, die man vom Amylalkoholaither abgetrennt hat, durch 
Neutralisation dieser Schicht zur grauen Kongofarbe und Aus- 
schiittelung mit Ather. 

Diese itherische Fraktion enthilt ziemlich viel stickstofi- 
freie organische Saure, besonders Essigsiure (und Valerian- 
siure?), daneben eine geringere Menge Pyrrolsiuren. Diese 
Fraktion wurde erst bei den letzten Praparationen abgetrennt. 
Bei der Neutralisation mit Salzsiiure konnte man, sobald die 
Lésung sauer wurde, die Ausscheidung eines kasigen Stoffes 
beobachten. Dieser Stoff ging wieder in Lésung und an seiner 
Statt erfolgte Ausscheidung von Pyrrolharzen, die durch die 
Spaltung mit Jodwasserstoff und Essigsiure als solche charak- 
terisiert wurden. Ich vermutete, daB hier Phonopyrrolcarbon- 
siure vorlag. Die in Atherlésung befindlichen Saiuren wurden 
mit wiBrigem Kaliumcarbonat neutralisiert. Diese Lésung 
der Salze gibt mit Dimethylaminobenzaldehyd gute Pyrrol- 
reaktion, aber die Farbe wird erst richtig intensiv beim Er- 
hitzen, oder wenn man einige Tage stehen laBt. Die Ausbeute 
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an dieser Fraktion ist nicht sehr groB. Es sind nur 1,5—2°/, 
des Gesamtstickstoffs. Aber die starke Aldehydreaktion ist 
fir diese saure Fraktion charakteristisch und kann nicht von 
gewohnlichen Pyrrolen herrihren, da die alkalische, waBrige 
Lésung vorher gut mit Ather ausgeschiittelt war und die starke 
Aldehydreaktion einen von den basischen Pyrrolen verschiedenen 
Charakter hat. Die Pyrrolreaktion veraindert sich nicht, wenn 
man die alkalische Lésung einen Monat stehen laBt. Gelatine 
gibt eine Ahnliche Ausbeute an dieser Fraktion und die Aldehyd- 
reaktion ist bei dieser besonders intensiv. 


Stickstofffraktion D,. 


Stickstofffraktion D, erhielt man, wenn man die mit 
Salzsiiure neutralisierte erste wibrige Schicht mit Kalium- 
carbonat sattigte und in Alkohol aussalzte. Diese Fraktion 
enthilt den gréBten Teil des Gesamtstickstoffs und ist mit dem 
Namen ,,Proteol bezeichnet. 

Von den gewoéhnlichen Reaktionen des Proteins gibt das 
Proteol nur die Fiallungen mit Alkaloidreagentien. Bei einer 
gliicklichen und richtigen Behandlung enthilt es nur etwa 
2°/, seines Stickstoffs als van Slyke-Stickstoff. Bleibt die 
alkalische, alkoholische Lésung mehrere Tage stehen, so steigt 
der van Slyke-Stickstoff leicht auf 30°/,. Es ist deshalb 
von Wichtigkeit, daB die waBrige Lésung sofort mit K,CO, 
gesittigt und mit Alkohol ausgeschiittelt und die alkoholische 
Lisung unmittelbar darauf mit alkoholischer Salzsiure neu- 
tralisiert wird. | 

Das Proteol enthailt kein Chlor und kann deshalb keine 
starken Basen enthalten. 

Methyliert man Proteol mit Jodmethyl und Kaliummethylat, 
so geht eine betriichtliche Menge CH, beim Sauerstoff ein. 
Das Proteol wird im Vakuum zur Trockne eingedampft, und 
in absolutem Alkohol aufgenommen. Auf jeden ccm 1/1 n-N 
nach Kjeldahl wendet man 0,57 g CH,I und die dquivalente 
Menge Kaliummethylat an. Die Methylierung erfolgt auf die- 
selbe Art wie die Methylierung von Acetylgliadin im Verlauf 
von 7 Stunden. Setzt man das Kaliummethylat zu rasch zu, 
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erhilt man eine geringere Methoxylzahl. Nach _beendeter 
Methylierung dampft man ein und lést wieder in absolute 
Alkohol. Nachdem man filtriert hat, dampft man nochmal 
ein und kann nun das methylierte Proteol trennen in einey 
acetonléslichen und einen acetonunlislichen Teil. Gewdhnlich 
geht -etwa 1/, des Stickstoffs in die Acetonlésung; jedoch ist 
dies nicht konstant. Die Acetonlésung hat eine Methoxylzabl 
von 55, wihrend die acetonunlésliche Alkohollésung die Meth. 
oxylzahl 70 hat. Hiernach zu schlieBen muB sich eine betriicht. 
liche Menge Hydroxyl im Proteol finden. 
‘ Methoxylzahl 70 ist berechnet aus: 


10 cem der methylierten Lisung enthielten 2,00 cem 1/1 n-N. 
10 ccm der methylierten Lésung enthielten 0,3285 g AgI = 1,4 com 
1/1 n-OCH;. 
1,4 + 100 


Methoxylzah] = ——-_—_. = 70. 


Wurde ein Proteol, dessen alkalische, alkoholische Lésung 
einige Zeit lang gestanden hatte und das durch teilweise Hydro. 
lyse 33,3°/, van Slyke-N enthielt, methyliert, so erhielt man 
nur die Methoxylzahl 41. Von einer Trennung in den alkohol. 
léslichen und in den acetonléslichen Teil wurde abgesehen. 
Die Methoxylzahl zeigt einen geringeren Hydroxylgehalt an; 
man kann daher annehmen, daSf 3/, des Hydroxyls unter 
Bildung einer entsprechenden Menge Carboxylgruppen und 
Aminostickstoff verschwunden ist und da8 die Carboxylgruppen 
nicht methyliert worden sind. Methyliert man das gleiche 
Proteol mit einem UnterschuB an CH,I, so erhalt man so gut 
wie kein Methoxyl: die Amid- und Imidgruppen haben alles 
Methyl zuerst aufgenommen. 

Hydriert man die acetonlésliche, methylierte Proteolfraktion 
mit Natrium und Amylalkohol, so erhalt man reichlich Pyrrole, 
wogegen die in Aceton unldésliche Fraktion keine Pyrrole er- 
gibt. Diese letztere gibt ein ziemlich farbloses Reaktions- 
produkt, im Gegensatz zu dem Reaktionsprodukt, das aus der 
Acetonlésung kommt und dessen Pyrrole wahrend der Re- 
duktion ziemlich verharzen. Nach der Hydrierung des aceton- 
unléslichen Teils kann die gréBte Menge des vorhandenen 
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Stickstoffs mit Ather und sehr wenig Alkohol aus der waBrigen 
| alkalischen Lésung ausgeschiittelt werden. Die Lésung enthialt 


eter 
item 


nals starke Basen. Standen die Basen lingere Zeit in der waBrigen 
inen alkalischen Lésung, so hatten sie sich zu neutralen Stoffen 
lich HRS umgelagert, die ebenfalls in Ather und sehr wenig Alkohol 
List léslich waren. Diese neutralen Stoffe konnten mit KMnO, 
zahl oxydiert werden. Man erhielt ein Séuregemisch, das mit Essig- 
Leth ester aus der waBrigen Lésung teilweise ausgezogen werden 
icht. konnte. Diese Veranderlichkeit der Basen erinnert an Hantzschs 


Pseudobasen.!) 

Acetyliert man das Proteol mit Essigsiiureanhydrid und 

Natriumacetat auf die friiher angegebene Weise, wobei der 
com letzte Alkohol durch Abdestillation mit Essigsiureanhydrid 

entfernt wird, so erhalt man ein Acetylproteol mit der Acetyl- 

izahl 77. Bei der Fiallung der Chloroformlésung mit Ather 

bleibt ein ziemlich groBer Prozentteil des Stickstoffs in der 
sung Ather-Chloroformlésung zuriick. Das gefiallte Acetylprodukt 
dro- ist sehr hygroskopisch. Bei Reduktion mit Jodwasserstoff und 
mal Essigsiure nach Willstatter und Asahina?) gibt es Pyrrole. 
dhol- Die gefundene Acetylzahl stimmt recht gut mit der gefundenen 
hen, groBen Methoxylzahl 70 iiberein. 
an; Hydrolysiert man das Proteol durch Kochen mit wiBrigem 
iter Natriumhydroxyd, so erhalt man annahernd 70°/, van Slyke- 
und stickstoff. DaB das Proteol bedeutende Mengen Hydroxyl ent- 
ppen halt, kann bei der Hydrierung. des Acetylproteols mit Natrium 





iche und Amylalkohol, wobei man auf dieselbe Weise wie beim 
gut Acetylgliadin verfihrt, konstatiert werden. 
alles Um das Proteol auf den Gehalt an Carboxylgruppen unter- 
suchen zu kénnen, mu es erst von dem Rest an stickstoff- 
tion freien Siuren befreit werden, die mit der Atherfraktion D, 
role, nicht ausgeschiittelt worden waren. Ein kleiner Teil der neu- 
er: tralen Proteollésung wird eingedampft und in einem Platin- 
|OnS- tiegel verascht. Die Asche, die aus Kaliumcarbonat besteht, 
der 9 wird titriert und daraus berechnet, wieviel alkoholische Salz- 
Re- 


') A. Hantzsch u. M. Kalb, Uber Pseudoammoniumbasen, Chem. 
Ber. Bd. 32, S. 3109 (1899). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 385, S. 198 (1911), 
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sdure zu dem Proteol zugesetzt werden mu, um alles Kaliuy 
als Chlorid auszufillen. Man setzt einen ganz geringen Uber. 
schuB an Salzsiure zu. Die Lisung wird filtriert, im Vakuum 
eingedampft und der Riickstand mit wasserfreiem Ather extra. 
hiert. Man lést wieder in wenig Alkohol, filtriert, dampft ein 
und extrahiert nochmals mit Ather, bis dieser neutrale Reaktioy 
zeigt. Die Saiure wird nun in Wasser gelist und mit etwa 
Silbercarbonat behandelt, um den letzten Rest Salzsiure x 
entfernen. Die Siure kann leicht in fester Form erhalte 
werden, wenn man die wasserfreie Alkohollésung mit wasser. 
freiem Ather fallt. Nach Trocknung iiber H,SO, hatte si 
einen N-Gehalt von 10,63°/,, was zeigt, daB das Produkt keine 
wesentlichen Verunreinigungen an stickstofffreien Sauren ent. 
halten kann. Mit Alkaloidreagenzien erhilt man gute Nieder 
schlige. Die Quecksilberchlorid- und Wismutjodid-Jodkaliun. 
salze sind aus Wasser umkrystallisierbar. Das Pikrat ist in 
Alkohol léslich, ebenso das Blei- und das Silbersalz. Dab die 
Saure amphoteren Charakter hat, wurde festgestellt, indem 
man die Alkohollésung der freien Séiure mit alkoholischer HC 
versetzte und hierauf in trockenem Ather fillte. Es zeigte 
sich, daB das Fallungsprodukt ziemlich viel HCl an sich ge. 
bunden hatte. Die Siure selbst schmilzt unter Zersetzung bei 
einer Temperatur von gegen 200°, wobei ein wenig Pyrrdl 
entsteht und etwas CO, entwickelt wird. 

Neutralisiert man die alkoholische Lésung der Siuren mit 
wiBrigem Kaliumcarbonat und schiittelt die Liésung mit em 
wenig gesattigter, wiBriger Kaliumcarbonatlisung, so bleibt der 
gesamte Stickstoff im Alkohol. Die alkoholische Lésung wird 
mit gegliihtem Kaliumcarbonat getrocknet. Es ist klar, dal 
keine der gewdhnlichen Aminosiiuren sich so verhilt. Damplt 
man von dieser Alkohollésung einen Teil mit einem N-Gehalt 
von 5,92 ccm 4/,n. ein und verascht diesen im Platintiegel 
so bleibt eine Kaliumcarbonatmenge mit einer Normalitat vo 
5,1 com 3/,n. zuriick. Zieht man hiervon das vom Alkohd! 
bei der Ausschiittelung mit der Kaliumcarbonatlésung aul 
genommene Kaliumcarbonat = 0,17 ccm }/,n. ab, so bleibt 
eine Siuremenge von 4,84 ccm '/, n-Carboxyl fiir 5,92 ccm 
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etliche Tage stehen lassen, so weisen die Séuren einen van Slyke- 
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/, n-N zuriick, also eine Carboxylmenge von etwa 82 fiir 
100 N. 
Die gereinigte Siure hatte 24,1°/, Formol- und 11,8°/, 


'vyan Slyke-N. Machte man die waBrige Lésung alkalisch und 
W kochte sie hierauf kurze Zeit, so erhielt man 27,7°/, Formol- 
Fund 26,1°/, van Slyke-N. Diese Ubereinstimmung laB8t ver- 


muten, daB die Saure in aliphatische Verbindungen iiber- 
gegangen ist. 

Die Saure wurde isoliert aus dem Proteol, das bei Hy- 
drierung von Gliadinfraktion A (Prap. Nr. 6, Tabelle 3, S. 180) 
erhalten wurde. Dieses Proteol hatte nur Methoxylzahl 25,2 
und einen van Slyke von 12,5°/,, an dessen Bildung die be- 
sonders starke Hydrierung schuld war, durch die das Hydroxyl 
teilweise abgesprengt wurde. 

Die leichte Bildung von van Slykestickstoff bei der Hydro- 
lyse deutet an, daB das Hydroxyl in @-Stellung zum Stickstoff- 
atom sitzen muB. Da das Hydroxyl im Proteol jedenfalls 
teilweise bei der Hydrierung gebildet wurde, ohne daB van Slyke-N 
entstand, so ist es nicht sehr wahrscheinlich, daB das Proteol 
aus aliphatischen Polypeptiden gebildet wurde. 

Fraktion D, enthalt in der groBen Menge Kaliumcarbonat 
etwa 10°/, des Gesamtstickstoffs. Dieser liegt im wesentlichen 
in Gestalt von Kalisalzen von Sauren vor; diese Kalisalze sind 
in Alkohol sehr schwer léslich. Die freien Saiuren selbst haben 
einen etwas aromatischen Geruch und sind zum gréBten Teil 
alkoholléslich, weshalb es wohl keine gewéhnlichen aliphatischen 
Hat man die alkalische Lésung 


Stickstofigehalt von 37°/, und einen ebenso hohen Formol-N auf. 


Fraktion E setzt sich zusammen aus den gasfoérmigen 
Basen, die sich bei der Hydrierung verfliichtigen und in }/,n- 
Siure aufgefangen werden. Die Basen bestehen aus Ammoniak, 

Angehend die Hydrierung des Acetylgliadins ist zu der 


| Spater folgenden Tabelle 3 zu bemerken, daf der groBe Unter- 


schied in den atherléslichen starken Basen (C,) zwischen Prii- 
parat 2 und 4 dadurch veranlaBt ist, daB die Temperatur bei 
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der Hydrierung von Priparat 4 zu niedrig gehalten wurde, so 
daB die Hydrierung nicht energisch genug vor sich ging. Dies 
beweist auch die gréBere Fraktion D, und die kleinere Fraktion E, 
Beide Hydrierungen erfolgten nach Vorschrift mit Natrium in 
Wiirfeln und Natrium in Staubform. 


Hydrierung und Fraktionierung von Stickstoff- 
fraktion A. 


Stickstofffraktion A besteht aus Acetylprodukten der 
erst abgespaltenen Teile des Gliadins. Sie gibt mit Dimethy]- 
aminobenzaldehyd Rotfarbung und hat einen eigentiimlichen 
heterocyclischen Geruch, der bei den verschiedenen von mir 
untersuchten Proteinen gleich ist. Léslich ist sie in Aceton, 
Chloroform und Essigester. Die Hialfte des Stickstoffs geht 
mit Schwefelkohlenstoff in Lésung; dieser Teil ist auch teil- 
weise in Ather léslich. Der in CS, unldsliche Teil hat eine 
Acetylzahl von etwa 120. Wenn KEssigséure oder Anhydrid 
nicht ganz weggeschafft sind, geht bedeutend mehr in Ather. 
Gespalten mit Jodwasserstoff und Essigsiure nach Willstitter 
gibt die Fraktion Pyrrole. 

Auch mit Natrium und Amylalkohol bekommt man zien- 
lich viel Pyrrole, Pyrrolidine samt anderen heterocyclischen 
Basen. 

Im wesentlichen besteht diese Fraktion sicher aus Pyrrol- 
kérpern. Von Gliadin sind etwa 5°/, des Stickstoffs in dieser 
Fraktion, von Casein etwas weniger und von Gelatine das 
doppelte, nimlich etwa 10°/,. Nimmt man diese Acetylbasen 
von mehreren Acetylierungen zusammen und hydriert sie mit 
Natrium und Amylalkohol, so erhalt man eine der Hydrierung 
der Acetylproteine entsprechende Stickstoffverteilung in deu 
verschiedenen Fraktionen; jedoch findet man etwa 74°/, des 
hydrierten Stickstoffs in den Basenfraktionen. Man darf jedoch 
hierbei keine so starke Hydrierung anwenden — nicht mit 
Natriumstaub — da sonst ein zu groBer Teil der Basen 2u 
Ammoniak reduziert wird. Vor der Hydrierung destilliert man 
zur Wegschaffung von Essigsiureanhydrid mit Amylalkohol ab. 
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Die Ergebnisse derartiger Hydrierungen sind aus der Tabelle 3 
zu ersehen. 

In Praparat 1 ist die Hydrierung nur mit Natriumwiirfeln 
und ohne Erwarmung nach Zusatz des Natriums bei einer 
Temperatur von 105° vorgenommen. In Praparat 6 erfolgte 
die Hydrierung zu stark. Hier kamen in Ubereinstimmung 
mit der gewdhnlichen Hydrierungsmethode 20 g Natrium in 
Wirfeln und 40 g zerstaubtes Natrium zur Verwendung, und 
dahinzu wurde noch etwas erwirmt. Es zeigt sich, da8 man 
bei Hydrierung dieser Acetylbasen die erste, schwache Hydrie- 
rung anwenden mu, da man sonst die atherléslichen starken 
Basen zu Ammoniak reduziert; aber zugleich wird auch ge- 
zeigt, daB die Pyrrole nicht zu Pyrrolinen hydriert werden, 
was schon friiher hervorgehoben wurde. Das entwickelte Am- 
moniak wird dem basischen Teil der Fraktionierung zugerechnet, 
da es seine Entstehung der Aufspaltung von Basen verdankt. 
Diese Annahme hat ihre Berechtigung in der Tatsache, dab 
Priparat 1 und 6, die beide Acetylbasen von Gliadin sind, 
eine gleich groBe saure Fraktion D aufweisen, wahrend die 
Ammoniakmenge bei 6 doppelt so groB wie bei 1 ist. 6 wurde 
besonders stark hydriert. 

Die Fraktionen haben im wesentlichen dieselben Kigen- 
schaften wie die Fraktionen des Acetylgliadins, Die Siure- 
titration der Atherbasen C, entspricht hier genau der Stick- 
stofimenge. Die Formoltitration betrigt ungefihr 70°/, vom 
Stickstoff, wihrend nur 10°/, van Slyke-N vorliegen. (Bei der 
Fraktionierung des Acetylgliadins erhielt man etwa 21°/, 
van Slyke-N.) 

5,4 com 3/,n-Base, die mit Wasser bei 60 mm Druck ab- 
destilliert und mit 5,4 ccm 1/,n-H,SO, neutralisiert wurden, 
wogen nach Trocknung im Vakuum zur Konstanz 0,8756 g. 
Das Gewicht fiir die entsprechende Menge Trimethylpyrrolidin 
ist 08748 g. Das Salz war krystallinisch. Der acetonlésliche 
Teil der alkoholischen Phosphatbasen C, ist 62,5°/, gegen 34°/, 
aus dem Acetylgliadin. 
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Hydrierung nnd Fraktionierung des acetylierten 
Proteols. 


Das Proteol wird, wie friher erwahnt, mit Essigsiure. 
anhydrid und Natriumacetat acetyliert. Die Stickstofffraktion 4 
wird in diesem Falle nicht abgetrennt. 

Zur Hydrierung des Acetylproteols darf man nur Natrium. 
staub und keine Wiirfel anwenden. Den Natriumstaub gibt 
man mit einer geringen Menge Xylol im Verlauf von 2—3 Mi. 
nuten ein, nachdem die Temperatur der amylalkoholischey 
Lésung des Acetylproteols auf 105° gestiegen ist. Man mub 
die Hydrierung in méglichst kurzer Zeit vornehmen, da der 
Stoff sonst verharzt und man einen groBen Teil von D, als 
verharzte Pyrrolséuren erhalt, die, freigemacht, in Wasser un- 
léslich sind (diese Unléslichkeit in Wasser zeigt auch, daB ¢ 
sich keinesfalls um Aminosiuren handeln kann). Fraktioniert 
man das Reaktionsprodukt auf dieselbe Weise, wie man dies 
beim Acetylgliadin getan, so erhalt man die gleichen Fraktionen 
wie bei diesem. Fraktion C ist aber kleiner und D, ziemlich 
gréBer. Die verschiedenen Fraktionen B und C haben die 
gleichen Kigenschaften wie die entsprechenden Fraktionen aus 
der Hauptpraparation. Fraktion D, aber, die dem _ Proteol 
entspricht, ist wesentlich verschieden. Bei Methylierung mit 
CH,I bekommt man so gut wie kein Methoxyl (die Methoxyl- 
zahl war 6). Das laBt vermuten, daB hierbei keine Carboxyl- 
gruppe methyliert worden ist. Der van Slykestickstoff ist 
1,5°/, des Proteolstickstoffs. Wie das Proteol aus der Haupt- 
priparation enthalt auch die alkoholische Lésung D, von der 
Hydrierung des Acetylproteols keine starke Basen; denn bel 
der Isolierung der Fraktion D, wurde die Alkohollésung mit 
Salzsiure neutralisiert, im Vakuum eingedampft und wieder in 
absolutem Alkohol aufgenommen, worauf der Stoff keine Re- 
aktion auf Chlor gab. Fiihrte man die alkoholische Lésung 
in wiBrige tiber, so war die letztere durch einen starken 
aromatisch-narkotischen Geruch, der am meisten an Tabaks- 
lauge erinnerte, gekennzeichnet. Lit man die wiBrige Losung 
stehen, so verindert sich der Stoffi und verliert seinen nar- 
kotischen Geruch. 
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Die bei der Hydrierung von Acetylproteol mit Natrium- 


| wiirfeln ausgeschiedenen starken Harze geben bei der Spaltung 


mit Jodwasserstoff und Hisessig nach Willstatter und Asahina 
bei Neutralisation auf Kongofarbe und Ausschiittelung mit 
Ather etwas Pyrrolsiuren, was auf die Zusammengehirigkeit 


dieser Harze mit Pyrrolen hinweist. 


Die freigemachte Saiure aus D, zeigt amphoteren Charakter 


und gibt Fallungen mit Alkaloidreagenzien. Das Quecksilber- 
' salz ist krystallinisch, 


Zu Tabelle 3 soll bemerkt werden, dab die Reduktion des 
Acetylproteols aus Acetylgliadin I (Prip. 3) mit 13 g Natrium 


in Staubform, das im Verlauf von 2—3 Minuten eingegeben 


wurde, vorgenommen wurde. MHierbei erfolgte keine gréBere 
Verharzung, wie dies bei dem Acetylproteol aus Acetylgliadin II 
(Prip. 5) geschah, bei dem der erste Teil des Natriums in 
Wiirfelform zugegeben wurde. 


Hydrierung und Fraktionierung von Acetylgelatine. 


Die Hydrierung und Fraktionierung von Acetylgelatine 


j nach dem Schema fir Acetylgliadin gibt eine etwas andere 


Stickstofiverteilung als bei letzterem, wahrend der Charakter 
der einzelnen Fraktionen derselbe wie beim Gliadin ist. 

In der Tabelle 3 ist unter Gelatine I das Fraktionsresultat 
einer acetylierten Gelatine angegeben, die zweimal acetyliert 
und bei der ersten Acetylierung 2 Stunden im Olbad auf 110° 
erhitzt worden war. Die Gelatine selbst war vor der Acety- 


lierung bei 140° getrocknet worden. 


Hydriert man 30 g Acetylgelatine nach den Angaben fiir 
Gliadin mit 15 g Natrium in Wiirfeln und 30 g in Staubform, 
so erhalt man, wenn nach meinem Vorgehen fraktioniert wird, 
die im Schema unter Gelatine I angegebene Stickstoffverteilung. 


Die Pyrrole (Frakt. B) geben mit Dimethylaminobenzaldehyd 


eine kraftigere Reaktion und werden fast in gleicher Ausbeute 
erhalten wie beim Gliadin. Von den starken Basen (C) be- 
kommt man einen weit geringeren Teil in die Atherlésung C,, 
nimlich nur 1,76°/, des hydrierten Stickstoffs gegen 16,0°/, 
beim Gliadin. 
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Die folgende Gelatjnehydrierung II (Prip. 9), deren Aus. 
gangsmaterial eine niedrig getrocknete Gelatine war, gibt 5,439), 
itherlisliche, starke Basen. Es scheint daher, daB die starke 
Trocknung die Ausbeute an dieser Fraktion herabsetzt. 

Die Ausbeute an alkoholléslichen starken Basen (C,) ist 
etwas gréBer als beim Gliadin. Die salzsauren Salze kénne 
gleichfalls in einen acetonléslichen (34,4°/,) und einen aceton. 
unléslichen Teil (65,6°/,) fraktioniert werden. Die Basen haben, 
was die Alkaloidreaktionen, die Reaktion mit Dimethylamino. 
benzaldehyd, die Salzsiurebindung und die Zinkstaubdestillation 
anbelangt, ahnliche EKigenschaften wie die Basen des Gliadins, 
Der acetonlésliche Teil zeigt ebenfalls ausgeprigten Selleric. 
geruch. 

Kin bemerkenswerter Unterschied besteht in der Formol- 
titration. Diese ergibt 48,8°/, formoltitrierbaren Stickstof, 
wahrend der van Slykestickstoff nur 17,5°/, gibt. Dieses Ver. 
haltnis ist ungefahr das gleiche sowohl in dem acetonléslichen 
wie in dem acetonunléslichen Teil. 

Bei der Hydrolyse mit starkem Alkali bei 50—60' 
(10 Minuten), geben die acetonléslichen Basen ahnliche Fraktionen 
wie beim Gliadin. Man erhilt wie bei letzterem ungefibr 
gleich viel Basen und Séuren; aber die Basen und Siuren 
sind ein wenig anders beschaffen. 

An schwachen, atherléslichen Basen bekommt man 4,4°), 
(= 0,36 °/, fir 100°/, Gelatine-N), an starken Atherléslichen 
42,.6°/,. 38°/, des Stickstofis stecken in den Verharzungs- 
produkten und 13°/, in den alkoholischen Kaliumsalzen der 
Sauren, die aus der Kalilauge nach teilweiser Sattigung mit 
Kohlensaure und Vervollstindigung der Sattigung mit Kaliun- 
carbonat in Alkohol ausgesalzen worden waren. In der 
Kaliumcarbonatlésung blieben 2°/, des Gesamtstickstoffs zuriick. 

Die schwachen Atherléslichen Basen geben ebenfalls mit 
Dimethylaminobenzaldehyd die blaue Tryptophanfarbenreaktion, 
aber doch nicht in so ausgeprigtem MaBe wie die entsprechenden 
Gliadinbasen. Es scheint, daB ein Teil dieser Fraktion aus 
mehr pyrrolartigen Verbindungen besteht. Es ist ja auch 
zwelfelhaft, ob Gelatine Tryptophan enthalt. Man kann er 
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warten, daB eine Spaltung von Casein infolge dessen Tryptophan- 
gehaltes eine groBere Ausbeute an diesen Basen liefert. 
Die starken Atherléslichen Basen geben mit Dimethyl- 


; aminobenzaldehyd eine kraftige Pyrrolreaktion. Sie haben 


einen frischen, scharfen Geruch. 

Wie beim Gliadin stimmen auch hier Stickstoffgehalt und 
die Titration mit Séure nicht miteinander iiberein. Mit Saure 
titrierbar sind 71 °/, des Stickstoffs, formoltitrierbar 64 °/,. Der 


© yan Slyke ist 11,7°/,. Die Hydrolyse wurde wie beim Gliadin 
| mit einem Praparat vorgenommen, das aus der Hydrierung 
© der Stickstofifraktion A stammte (Praparat Nr. 7, Tabelle 3). 


Dis itherléslichen Pyrrolsiuren (D,) geben beim Erwairmen 


e mit Dimethylaminobenzaldehyd eine auferst intensive Farben- 
© reaktion. Bei der Neutralisation der wi8rigen Liésung D zur 
© Kongofarbe schieden sich harzartige Stoffe aus, die unlislich 
| in Ather, aber im wesentlichen léslich in Alkohol waren. Es 
© liegen hier verharzte Pyrrolsiuren vor, die mit Dimethyl- 
© aminobenzaldehyd Pyrrolreaktion geben. Die Harze enthalten 
» 4°) des Gesamtstickstofis und sind in D, eingerechnet. 


Das Proteol, D,, zeigt die gleichen EKigenschaften wie das 


, des Gliadins. Es wird jedoch von Alkali leichter aufgespalten. 
© Das Proteol enthielt 5°/, van Slyke-N, nach 3stiindigem 
Kochen mit verdiinnter Natronlauge 82 °/,. 


Die geringere Festigkeit im Aufbau des Gelatinemolekiils 


© vor demjenigen des Gliadins kann man auch aus der leichten 
» Abspaltung der groBen Stickstofffraktion A ersehen. 


Kin bedeutender Unterschied besteht zwischen den Methoxyl- 


: | zahlen der Proteole von Gelatine und Gliadin. Gelatine zeigt 


Methoxylzahl 19 (in Praiparat 9, das aus niedrig getrockneter 


> Gelatine stammt, 19,5), wihrend diese bei Gliadin 70 ist. Die 


Acetylzahl bei dem acetylierten Gelatine-Proteol ist 67,7, also 


: etwa 10°/, niedriger als beim Gliadin. Ob das Proteol der 
' Gelatine so wenig Hydroxyl enthialt, oder ob sich dieses nicht 
- wethylieren 148t, kann noch naher untersucht werden. 


Fraktion D, ist verhaltnismiBig groB, besonders grof 


> ‘ir Praparat 9 aus der schwach getrockneten Gelatine. 


Im iibrigen gibt dieses Praiparat bei der Hydrierung 
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ungefahr dieselben Resultate wie das stark getrocknete Prj. 
parat 8; nur die Basenfraktion C, ist gréBer und C, kleing 
als bei 8. Auch hatte das Proteol einen gréBeren van Slyke. 
Stickstoff, nimlich 8,5°/,, wihrend die Methoxylzahl mit 19) 
ungefahr die gleiche bei beiden Praparaten war. 





Fraktion E ist bedeutend geringer als beim Gliadiy, 
Sie besteht fast ausschlieBlich aus Ammoniak, dem eine geringe 
Menge Athylamin beigemischt sein kann. Bei der Gelatin 
sind es nur etwa 5°/, aus dieser Fraktion, was 0,25°/, des 





0 , gi 
Gesamtstickstofis ausmacht, die Athylamin sein kénnen. Jas “f 
letztere wurde gewonnen durch Lésen seines Sulfats in abso. F 4 


lutem Alkohol und Charakterisierung der Base durch das F 7 
Platinsalz. Diese geringe Menge Athylamin ist das elnzige S| 
an aliphatischen Aminen, was ich in allen Fraktionen nach. Fy 
weisen konnte, und nach meiner Meinung ist dieses Athyl. LS . 
amin aus acetyliertem Stickstoff, der bei der Hydrierung ab. — 
gesprengt wurde, entstanden. 


Die Hydrierung der Fraktion A aus Gelatine findet sich 
unter Priparat 7. Dieses hat einige Gramm Natrium zu wenig 
erhalten, steht aber sonst in Ubereinstimmung mit Fraktion A ff 
aus Gliadin. Die Hydrierung erfolgte nur mit Natriumwirfel. FB | 





Hydrierung des Acetylproteols von Gelatine. 


Die Hydrierung von Acetylproteol von Gelatine, die in — 1 
Tabelle 3 unter Priparat 10 angegeben ist, wurde bei einen & 
N-Gehalt der Lésung von 87 ccm 1/1n-N mit 25 g Natriun- 
pulver vorgenommen (Acetylzahl des verwendeten Acetylproteols 
74, N-Gehalt 9,3°/,). Gelést war in 250 ccm Amylalkohol 
Das Natrium wurde in 2—3 Minuten eingegeben. Fing mai —& | 
die bei der starken Reaktion bei Hingabe des Natriums aus — 
dem mittleren Kolbenhals unseres 3halsigen Hydrierungskolbens 
entweichenden Diimpfe auf, so enthielt man ein weifes, wachs- 
artiges Kondensationsprodukt, das frei von Stickstoff und wabhr- 
scheinlich ein aus dem Amylalkohol entstandenes Paraffin war. 

Die Fraktionierung dieser Hydrierung ergab, analog mit 
der entsprechenden Gliadinhydrierung, eine relativ geringer® 
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Basen- und gréBere Siuremenge als bei der zugehdérigen 
Hauptpraparation. 

Die Fraktion D, hatte wie die des Gliadins einen narko- 
-ischen Geruch, der im Laufe einiger Tage verschwand. Sie 
sab Fallung mit Alkaloidreagenzien und Pyrrolreaktion mit 
Dimethylaminobenzaldehyd. Die Carboxylmenge wurde be- 
stimmt, indem man in dem alkoholgelésten Proteol — iibrigens 
ein Name, der hier nicht ganz am Platze ist — die Saure 
lurch Zusatz der berechneten Menge Salzsiiure, die durch 
Aschenbestimmung in einem aliquoten Teil gefunden wurde. 
‘reimachte. Die Alkohollésung der freigemachten Saure wurde 
in Vakuum eingedampft und der Riickstand mit Ather bis zu 
lessen neutraler Reaktion behandelt. Der Saureriickstand 
wurde mit Alkohol absolutissimus versetzt, wobei ein Teil des 
Stoffes ungelést blieb oder ausgefallt wurde. Dieser Teil hatte 
einen um 2°/, héheren van Slyke als der geléste. Die Alkohol- 
lésung teilte man in zwei Hialften a und b. a) wurde mit 
» 5-KOH auf den Formolneutralpunkt titriert, was eine Siure- 
menge von 37 COOH auf 100 N ergab. Hierauf erfolgte die 
Formoltitration, die 23,6°/, formoltitrierbaren Stickstoff ergab. 
Dies gibt eine Gesamtcarboxylzahl von 60,6. b) wurde mit 
wibriger Kaliumcarbonatlésung ausgeschiittelt und durch 
Sittigung mit Kaliumcarbonat in Alkohol ausgesalzen. Die 
Alkohollésung wurde mit gegliihtem Kaliumcarbonat getrocknet, 
Veraschung und Stickstoffbestimmung ergaben die Carboxy]l- 








lem ozall 69. Der van Slyke-N war 9,7 °/,. 

un- 

cols Hydrierung von Acetylcasein. 
hol. & 


Diese Hydrierung wurde zu einer Zeit ausgefiihrt, als die 
_ Methode noch nicht véllig ausgearbeitet war. Besonders die 
aus ® Fraktion der starken Basen (C) ist zu klein, weil bei der 


ens Spaltung des Alkoholats zu viel Wasser verwandt wurde, 
ohs- wodurch ein Teil in Fraktion D itibergegangen ist. Auch 
shr- wurde bei der Hydrierung kein staubférmiges Natrium an- 
ial gewandt. Die Eigenschaften der Fraktionen zeigten im iibrigen 
mit eine groBe Ubereinstimmung mit denen des Gliadins. Da 
rere 


Casein dasjenige KiweiB ist, dessen Hydrolysenprodukte am 
12* 





"srt belle 3. 
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£ 4| AcetylgliadinII . . .| 469/48 | 90 1,7 6,0 |15,1 | 1,4 40,7 16,0 ]11,3 11,8 je 
‘ | : 
A 5} Acetylproteol aus Acetyl- | | | 
gliadinII. . . . .| 118] 74 15 | 2,08 3,22] 7,8 |10,25'0,6 | 2,28] 51,28) 9,57] 6,27 6,65 — 
6] Fraktion ,A“ Gliadin | | | , 
stark hydriert . . .| 437] — | 60 [8,9 | 6,0 12,0 |15,85/1,5 [1,2 | 19,5 | 3,85/26,5 15,2 aaa 
7| Fraktion ,,A“ Gelatine .| 269] — | 30 9,36 | 18,13 /22,64/2,43]2,0 | 27,62 | 9,81] 9,4413,57 =e 
8} Acetylgelatine I . . . | 441157,8] 90 | 2,9 | 3,42] 1,76 | 20,2 4,36 0,58 | | 44,4 14,68] 5,12/2,6 ~~ 
————— | H 
9] Acetylgelatine II . . .| 260] 47,3] 42 8,42 | 5,43/14,7 |2,0 |1,38/ 41,77 /23,7 | 4,6 13,0 ne 
| | en, ee | 
o 10} Acetylproteol aus Acetyl- | | | 
ca gelatineI . . . . .| 87/74 | 25 4,37 | 4,16/11,5 |1,12] 61,05 12,41] 2,76] 2,68 ae 
11 Acetyleasein » + « « «§ 189 [46,7] 25 [2,4 | 3,5 6,0 3,5 3,6 63,5 D,45] 7,94]4,11 “> 
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criindlichsten untersucht sind und von dem eine vollstindige 
Analysenreihe der Aminosiuren vorliegt, so diirfte es von 
Interesse sein die Basen und Sauren aus der Hydrierung naher 
zu untersuchen und mit den gefundenen Aminosduren zu ver- 
gleichen. 

In nebenstehender ‘T'abelle 3 sind die Fraktionen ver- 
schiedener Hydrierungen, der Gesamtstickstoff der einzelnen 
Priiparate, deren Acetylzahl und die Menge des angewandten 
Natriums angegeben. In den Fraktionszahlen sind die Prozente 
vom Gesamt-N des betreffenden Priiparates angegeben. 


SchluBbemerkungen. 


Das Resultat dieser Untersuchungen ist, daB die Protein- 
stofte bei einer kombinierten Hydrierung und Hydrolyse in 
eine basische und in eine saure Fraktion, die ungefahr gleich 
srof sind, gespalten werden kénnen. Die Hydrolyse erfolgt bei 
niederer Temperatur. Die Spaltungsprodukte haben einen 
ausgeprigt heterocyclischen, alkaloidartigen Charakter. Die 
Hauptmenge besteht beim Gliadin und bei der Gelatine wohl 
sicher aus Pyrrolderivaten. 

Aliphatische Amine oder Aminoalkohole wurden kaum 
nachgewlesen. 

Da die Aufspaltung des Molekiils in 3 Stufen erfolgt, 
kann man eine viel bessere Trennung der Bausteine des 
Molekiils als bei der Saéure- oder Alkalihydrolyse erhalten. 
Zugleich zeigt uns diese stufenweise Spaltung, daB wir, sofern 
wir das Molekiil als eine Kugel ansehen wollen, eine auBere 
Schicht von basischen Gruppen haben, wihrend die sauren 
Gruppen im Kern sitzen. Die Hydrierung der erst abges¢hilten 
Stickstofffraktion A des Gliadins gibt nimlich 74°/, Basen, 
ie Hydrierung des Acetylgliadins gibt 51°/, und aus dem 
Acetylproteol erhalten wir nur noch 33°/, Base. Diese Ver- 
teilung von elektropositiven und negativen Radikalen im Molekiil 
ist sehr interessant. 

Die bei diesem Abbau gewonnenen Basen bestehen aus 
schwachen und starken heterocyclischen Basen. Die schwachen 
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Basen bestehen zum wesentlichsten Teil aus Pyrrolen. Dan; 
ist der Zusammenhang zwischen dem Chlorophyll und dey, 
Hamin durch die Proteine in zureichender Weise klargeleg:, 
Gleichzeitig geben die in den Proteinen enthaltenen Pyrro], 
eine Erklirung fiir die Bildung von Pyrrolen im Himin und 
fiir die relativ groBe Menge Pyrrolverbindungen, die dur’; 
unsere Gallesekretion ausgeschieden werden und die wohl nich 
ausschlieBlich aus dem Haimin kommen. Es muB auch als 
sehr wahrscheinlich gelten, daB die Proteine in einem weit 
naheren verwandtschaftlichen Verhaltnis zu den Alkaloidey 
stehen als man bislang gewuBt hat. Es miiBte deshalb vor 
Interesse sein die Spaltprodukte von Proteinen auf ihren yer. 
schiedenen Abbaustufen auf ihre physiologische Wirkung zi 
untersuchen. 

Der Nachweis der groBen Menge starker iitherlésliche 
heterocyclischer Basen bei dieser reduktiven Spaltung de: 
Proteinmolekiils unterstiitzt meine friiher vorgebrachte Hypothes: 
aufs beste. Es ist ganz selbstverstiindlich, daf viele diese 
heterocyclischen Basen, sofern sie sauerstoffhaltig sind ode 
der Sauerstoff in Briickenstellung zwischen den heterocyclische 
Ringen steht, bei einer starken Siiure- oder Alkalihydrolyse zu 
aliphatischen Verbindungen aufgespalten werden. 

(tanz besonderes Interesse mu der Isolierung der zu- 
sammengesetzten Pyrrolbasen ©, entgegengebracht werdey. 
Diese miissen bei verschiedenartig durchgefiihrter Spaltung 
sehr wertvolle Aufschliisse iiher den Bau des Molekiils geber 
kénnen. Von den Spaltungen, die ich benutzt habe, méchti 
ich besonders die kurzwahrende Hydrolyse der acetonlésliche 
Fraktion mit starkem Alkali hervorheben. Bei dieser kurzeu 
Hydrolyse werden die zusammengesetzten Basen in wenige! 
zusammengesetzte Basen, die in Ather léslich sind, und i 
Siuren, die Pyrrolreaktion geben, aufgespalten. Diese iither- 
léslichen Basen geben bei der Fraktionierung starke und 
schwache Basen. Die schwachen Basen stehen dem Tryptop)a” 
sehr nahe und geben mehrere von dessen Reaktionen. Deshialt 
diirfte es von groBem Interesse sein, diese Basen einer nihere. 
Untersuchung zu unterziehen. 
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In der sauren Fraktion wurde das Vorhandensein von 
itherléslichen Pyrrolsfuren nachgewiesen. Der gréBere Teil 
Jer sauren Fraktion kann wohl nach seinen Kigenschaften auf 
heterocyclische Siuren und zwar auf dem Pyrrol nahestehende 
Verbindungen zuriickgefiihrt werden. 

Ich kann und will nicht glauben, daB die in meiner Arbeit 
sezeigten Spaltungsprodukte (heterocyclische Basen und zer- 
hrechliche Saiuren) aus den Polypeptiden aliphatischer Amino- 
siuren entstehen kénnen; sie kénnen nur _heterocyclischen 
Komplexen entspringen, 

Diese Basen und Siiuren in den Spaltungsprodukten einer 
Siiurehydrolyse der Proteine vorzufinden, kann im wesentlichen 
nicht erwartet werden. Denn mit Ausnahme von Pyrrolidinen, 
jie sich ja in den Séurehydrolyseprodukten in Gestalt von 
Prolin vorfinden, miissen beinahe alle bei einer 12 stiindigen 
Erhitzung zugrunde gehen. 

Besonders charakteristisch fiir die Siurespaltung des 
Gliadins ist die groBe Menge Glutaminsiure, die unzweifelhaft 
wus den alkaloidartigen Proteolsiuren, die ja viel Carboxyl und 
Hydroxyl enthalten, entstanden ist. 

H. D, Dakin?) gibt die Hydrolysenprodukte der Gelatine 
um ausfihrlichsten an. Er findet 9,5°/, Prolin und 14,1 °/, 
Oxyprolin, die sich bei der Hydrierung vermutlich in der 
Basentraktion vorfinden. AuSerdem kommen unter den Hydro- 
lyseprodukten 25,5 °/, Glycin, 8,7°/, Alanin und 7,1 °/, Leucin 
vor. Spiteren Untersuchungen wird es sicher gelingen diese 
uliphatischen Aminosiuren auf aufgespaltene Pyrrolreste zuriick- 
zufithren. Dakin hat aus den Hydrolyseprodukten der Gelatine 
ei tricyclisches Peptid, y-Oxyprolylprolin, isoliert. Dies ist 
von groBem Interesse, da es auf der einen Seite das Vor- 
handensein eines gré8eren heterocyclischen Komplexes in der 
‘relatine beweist und auf der anderen Seite zeigt, daB in diesem 
Polypeptid ein Diketopiperazinring vorkommt, der gemeinsame 
Seiten mit den benachbarten Pyrrolidinringen hat. Methyl- 


') Jl. of Biol. Chem, Bd. 44 S. 499—529 (1920); Chem. Zbl. I/II 


S. 454 (1921), 
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diketopiperazin wurde von E. Fischer und Abderhalde,! 
unter den Hydrolyseprodukten des Seidenfibroins in reichlicher 
Menge nachgewiesen und das im Girungsamylalkohol yor. 
gefundene 2,5-Dimethylpyrazin und 2,5-Dimethylpiperazin?, 
die sicher einer fermentativen Spaltung von Proteinstoffen ent. 
stammen, weisen auf ahnliche hydroxylhaltige Komplexe, wie 
den von Dakin nachgewiesenen, hin. LEnthalten diese up. 
gesattigte Ringe, so miissen sie bei der Hydrolyse leicht au. 
gespalten werden und Diketopiperazine bzw. Piperazine geben, 

Da in dieser Arbeit unter den Spaltungsprodukten der 
Proteine ungesattigte heterocyclische Ringe nachgewiesey 
wurden, so dient das oben angefiihrte als Stiitze fiir meine 
Anschauung, daB die Proteinstoffe im wesentlichen aus zer- 
brechlichen heterocyclischen Ringen aufgebaut sind. 

Kine Bekraftigung meiner Ansicht, daB Polypeptide 
aliphatischer Aminosiuren nicht den wesentlichen primiren 
Bestandteil der Proteine darstellen, finde ich auch in P. Karrers 
Arbeit iiber Aminoalkohole.*) Karrer stellt in guter Ausbeute 
Aminoalkohole aus acetylierten Aminosiureestern bei Reduktion 
mit Natrium in Alkohollésung dar. Man kann sagen, daf in 
dieser Arbeit eine ahnliche Hydrierung vorliegt, wenn mau 
annimmt, daf man hier acetylierte Polypeptide vor sich hat, 
deren Hydrierung mit Natrium und Amylalkohol vorgenommen 
wird. Man bekommt indessen hier weder Aminoalkohole noch 
Amine, was doch zu einem gewissen Grade stattfinden miibte, 
wenn sich aliphatische Polypeptide in den genuinen Proteinen 
fanden. *) 

Es ist oft erértert worden, was mit den Proteinen bei der 
ersten Aufspaltung im Organismus geschieht. Aber dies ist 
seither ein dunkler Punkt in der Proteinchemie gewesen. [ab 


1) Chem. Ber. Bd. 39, 8. 752 (1906). 

*) Bamberger u. Einhorn, Chem. Ber. Bd. 30, S. 225 (1897). 

8) P. Karrer, Helv. chim. Acta Bd. 4, S. 73—79 (1920), Chem. Zb 
Bd. III, 1V, S. 826 (1921). 

‘) Es soll auch nicht unerwihnt bleiben, daB Acetylpyrrole be! 
der Reduktion mit Natrium und Alkohol Pyrrolidincarbinole ergebe". 
(H. Hess, Chem. Ber. Bd. 46, S. 3113.) 
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Pepsin Polypeptide nicht aufspalten kann, ist eine bekannte 
Tatsache. Ich halte es deswegen fiir gegeben, daB der Fehler, 
den man damit beging, daB man ausschlieBlich die Hydrolyse- 
spaltungsprodukte untersuchte, die ein allzu einseitiges Bild 
yon der Molekiilstruktur geben, berichtigt wird. Kaum ein 
anderer Naturstoff wurde so einseitig behandelt wie die Proteine; 
yon oxydativen und reduktiven Spaltungsmethoden wird sonst 
iiberall reicher Gebrauch gemacht. 

Will man versuchen mehr heterocyclische Spaltprodukte 
als die gemein bekannten, bei der Siurespaltung der Proteine 
zu erhalten, so muB der Weg der katalytischen Hydrierung 
gur Stabilisierung der Proteine betreten werden, damit be- 
sonders die Pyrrolinringe bei der Hydrolyse widerstandsfahig 
werden. Vielleicht kann man die Proteine auch erst in eine 
fir die Hydrierung etwas bequemere Lésungsform bringen. 

In meiner Arbeit wurde ich gut unterstiitzt von meinen 
beiden Assistenten, den Dipl.-Ing. Paul Schlack und Eugen 
Fischer, denen ich hiermit fiir ihre Unterstiitzung danke. 






















Uber die Proteinsiuren des Harns. 
Il. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der Antoxyproteinsaure. 
Von 
S. Edlbacher. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Dezember 1922.) 


Da ich bereits in meiner ersten Mitteilung?) alle wesent. 
lichen Untersuchungen iiber dieses Thema zitiert habe, geniix 
es wohl zu bemerken, daB die sog. ,,Antoxyproteinsiurefraktion* 
diejenige ist, die durch Quecksilberacetat bei saurer Reaktiou 
gefallt wird. ?) 

Bekanntlich zeichnet sich diese Fraktion durch eine 
positive Diazoreaktion aus und gewinnt dadurch auch ii 
pathologische Verhiltnisse an Interesse. 

Sie wurde wie folgend angegeben untersucht. 

1 kg des genannten Quecksilberniederschlags, entsprechen( 
etwa 200 Liter normalen Harns, wurde zweimal mit Wasser 
verrieben und abgesaugt, um die Fallung von beigemengtem 
Natriumacetat zu befreien. Dabei nimmt das Salz eine schleimige 
Beschaffenheit an und beginnt sich merklich zu lésen. fs 
wurde in Wasser aufgeschlemmt, mit Essigsiiure schwach au- 
gesiuert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat vow 
Schwefelquecksilber wurde im Vakuum zum Sirup eingeengt. 
Es gab Fallung mit Phosphorwolframsiiure, stark positive 
Schwefelblei- und Diazoreaktion. 

Der braune Sirup krystallisierte nach einigen Stunden 


1) Diese Zs. Bd. 120, S. 71 (1922); Bd. 121, S. 164 (1922). 
*) a. a. O. S. 82. 
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| teilweise. Die Krystalle wurden abgesaugt, mit Tierkohle ent- 
- faybt und fraktioniert umkrystallisiert. Sie konnten auf diese 
Weise schlieBlich in 2 Teile getrennt werden. 

Der eine erwies sich als Ammoniumchlorid, der andere 
als Ammoniumoxalat. Vermutlich hatte das Quecksilbersalz 
diese Verbindungen adsorbiert gehalten. Das Filtrat der Salze 
wurde auf seinen Ammoniak- und Formol-Stickstoffgehalt 
untersucht. 


Es erwiesen sich als 
°/, vom Gesamt-N 


formoltitrierbar. . . . . . . . . 20,30 

als NH, abdestillierbar. . . . . . 17,01 

in der vom NH, befreiten Fliissigkeit l s0,7 
waren noch formoltitrierbar . . . 3,69 | 


Ks kommen somit in der freien Antoxyproteinsiure eine 
geringe Menge von formoltitrierbaren N-Atomen vor. 


Hydrolyse. 
Ktwa 30g des von Ammonsalzen befreiten Sirups wurden 


mit Schwefelsiure in bekannter Weise hydrolisiert und nach 
dem Kosselschen Verfahren in die einzelnen N-Gruppen zerlegt: 


°/, vom Gesamt-N 


Humin-N , ess « 2 
als NH, abaentieees N. oe ae 28,86 
durch Phosphorwolframsiure fallbarer N 13,30 
. Monoaminosiiture-N . ... . 37,10 
sor | eer 99,55 
en Die Monoaminsiurefraktion wurde nach E. Fischer ver- 
ige JF estert. Die Ester lieBen sich destillieren und gaben nach dem 
Ks ff Verseifen schneeweiBe Krystalle. Leider war ihre Menge viel 


il # zu gering um mit Sicherheit einzelne Monoaminosinren rein 
om % darstellen zu kénnen. Es miiBte dieser Versuch mit viel 
i. J gréferen Substanzmengen wiederholt werden. Sicher aber 


ive JF ist, daB im Gegensatz zu der Oxyproteins&ure in der 
| Antoxyproteinsiure eine relativ groBe Menge von 
leo Monoaminosi&uren enthalten sind. 


Die Phosphorwolframsiurefillung gab bei der Fraktio- 
nierung mit dem Silber-Barytverfahren folgende Werte. 
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Die 13,3°/, N lieBen sich zerlegen in: 


Histidinfraktion . . 6,62°/, N 

Argininfraktion . . 3,11°/, N 

Lysinfraktion . . . 3,00°, N 
Summe 12,73 °/, 





Histidin und Arginin wurden als Pikrolonate ident. 
fiziert, das Lysin als Pikrat jedoch konnte nur etwa di: 
Halfte des Lysins nachgewiesen werden. Es verblieb eine 
braune Schmiere, die auch als Au-Salz nicht krystallisierte 

Ks war ja auch zu erwarten, daf in dieser Lysinfraktio, 
eine Reihe von andern Substanzen sich befinden wiirden. 


Die Diazoreaktion. 


Schiittelt man die sog. freie Antoxyproteinsiure mit Ather 
aus, so verbleibt nach dem Eindampfen desselben eine geringe 
Spur von braunem Ol, das intensive Diazoreaktion sowie 
Millonreaktion gibt. Mit Bromwasser entsteht eine gelbe 
Fiaillung mit Eisenchlorid schwache Violettfarbung. Es handel 
sich offenbar um geringe Spuren von Phenolen, die die Diazo- 
reaktion teilweise bedingen. LaSt man den Sirup einige 
Monate stehen, scheiden sich nochmals geringe Mengen vou 
Krystallen ab die aus Ammonoxalat bestehen, in deren Mutter- 
lauge sich aber dieselbe Substanz wiederfindet. Nach Ent- 
farbung mit Tierkohle erhailt man sie in Form schneeweibe 
Krystalle. Die Diazoreaktion ist schén rot, ebenso die Millon- 
reaktion. Die Menge betrug aber weniger als 1 mg, so dab 
keine Analysen gemacht werden konnten. 

Auf jeden Fail ist dadurch nachgewiesen, da8 die wichtigst 
Substanz die der Trager der Diazoreaktion des normale 
Harns ist, das Histidin ist. Es konnten aus etwa 150 Liter 
Harn etwa 4,7 g Histidinpikrolonat in der Antoxyfraktion isoliert 
werden. AuS8erdem aber finden sich in dem untersuchteu 
Niederschlage geringe Mengen von Phenolen, die ebenfalls 
Azofarbstoffe bilden kénnen. Ich méchte anschlieBend dara 
auf die jiingsten Untersuchungen von Herrmanns iiber dic 
Diazoreaktion hinweisen. 
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Diazoreaktion postuliert. 

Die Frage nach der chemischen Individualitat der Antoxy- 
proteinsiure kann durch diese Untersuchungen nicht endgiiltig 
in einem oder andern Sinne beantwortet werden. 

Ihre einheitliche Natur haben die Entdecker aus den 
Analysen verschiedener Salze hergeleitet. Ich halte diesen 
Beweis fiir noch nicht geniigend sichergestellt. 

Im wesentlichen scheint diese Substanz aus einem 
peptidartigen Kérper zu bestehen, an dessen Aufbau 
Monoaminosduren, Arginin, Histidin und Lysin be- 
teiligt sind. 

DaB dieses Peptid, oder diese Peptide, mit dem von 
Abderhalden und Pregl?) gefundenen peptidartigen Kérper 
identisch sind, hat wohl viel Wahrscheinlichkeit fiir sich, muB 


' aber erst noch bewiesen werden. Die bekannten Untersuchungen 
_ von Henriques und Sérensen’®) laufen ja auch in diesem Sinne. 


Der Vergleich zwischen Oxyproteinsiiure und Antoxy- 


| proteinsiiure zeigt aber, daB es sich hier um Substanzen (um 


nicht zu sagen Verbindungen) von grundverschiedener 


Zusammensetzung handelt. Die Oxyproteinsiure enthilt 
EB héchstens Spuren von Aminosiiuren, die Antoxysiure besteht 
4 zum wesentlichen Teil aus solchen. Es ist natiirlich nach 
4 dieser Feststellung nicht mehr angiangig, diese Fraktionen als 
| m einer Klasse gehérig zu bezeichnen. Man spricht besser 
' von Harnpeptiden einerseits und Ureinkérpern oder Oxy- 
| proteinsiure anderseits, wobei bei letzteren die Mdglichkeit 
| besteht, daB es sich um Kunstprodukte handelt. 


Daraus folgt von selbst, daB eine quantitative Bestimmung der 


| ,Proteinsiuren“, wie sie von einer Reihe von Autoren beschrieben 
| wird, nur ein Convolut verschiedenartiger Substanzen bestimmt. 


Uber die ,,Alloxyproteinsiure* werde ich demniichst be- 


') Diese Zs. Bd. 122, S. 98 (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 46, S. 19 (1905). 
) Biochem. Zs. Bd. 21, §S. 22, 


Engeland?) hat ja auch das Histidin als Trager der 



































Uber die Bestimmung des Methyls neben Athy] auf mikro. 
chemischem Weg. 
Von 
William Kiister und Wilhelm Maag. 


(Mitteilung aus dem Labor. f. organ. u. pharm, Chemie d. Techn. Hochsch. zu Stuttgart, 


(Der Redaktion zugegangen am 3, Januar 1923.) 


Bei der von R. Willstitter') ausgearbeiteten Methode 
zur Bestimmung von Methoxyl- neben Athoxylgruppen haben wir 
das nach Abspaltung mittels Jodwasserstoff aus der zu unter: 
suchenden Substanz erhaltene Methyl- bzw. Athyljodid durch 
Kinleiten in eine alkoholische Lésung von Trimethylamin als 
fast unlésliches Tetramethylammoniumjodid und als in ab- 
solutem Alkohol leicht lésliches Trimethylithylammoniun- 
jodid direkt zur Wigung gebracht. Dieses Verfahren gibt be 
Verwendung weniger Milligramme der Substanz ungenaue Re- 
sultate. Durch Uberfiihrung der organischen Jodide in Jot- 
silber wurden aber auch bei der Mikroanalyse brauchbare 
Werte erhalten, doch muBte die Apparatur eine Umgestaltung 
erfahren, die fiir die vollstiindige Absorption der Alkyljodide 
durch die Trimethylaminlésung Gewihr bot. Dazu waren an 
dem von Fr. Preg]*) beschriebenen Apparat folgende Anderunget 
notwendig. Die Offnung des Glasréhrchens, das in die wiibrige 
Phosphoraufschwemmung taucht, mute auf '/, mm verengert 





1) R. Willstitter u. M. Utzinger, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 382, 
S. 148 (1911). 
*) Die quantitative organische Mikroanalyse. S. 154. Berlin, J. Springe!. 
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werden, um die nétige Kleinheit der Gasblasen zu erlangen. 
Dieser Teil wird mittels Schliffs mit 2 AbsorptionsgefiBen ver- | 
- \yunden. Das erste derselben, ein Glischen von 11 mm Weite | 
nd 65 mm Héhe enthilt eine Spirale mit Zu- und Ableitungs- 
- vobr nach Art der Atherextraktionsapparate von Flissigkeiten. 
ie Spirale, gefertigt aus einem breitgedriickten Glasstab, 
ziblt 5 Windungen mit einer kleinen Kinknickung an der 

| oweiten Windung von unten und einer gréBeren an der obersten 
| Windung, um die Gasblasen einige Zeit aufzuhalten. Das 
zweite AbsorptionsgefaB ist mittels Schliffs mit dem ersten 
rerbunden. Es besteht aus einer Eprouvette von 3 mm Durch- 
esser und 90 mm Héhe, in welche das Zuleitungsrohr ein- 
eachliffen ist; letzteres ner" so passen, dab die Blasen voll- 
commen breitgedriickt werden. Die Gasaustrittsstellen in 

_ veiden AbsorptionsgefaBen miissen ebenfalls je }/, mm Durch- ! 
3 messer besitzen, so daB beim Durchstreichen einer Gasblase | 
lurch die Phosphoraufschwemmung auch eine durch die Ab- 
sorptionsgefaBe geht. Das Siedekélbchen wird mit 1,5 ccm 
| HJ (D. 1,7), mit einem Tropfen Essigsiureanhydrid, 8—15 mg 
a Substanz und einigen kleinen Tonscherben beschickt, das erste 
| AbsorptionsgefiB mit 3 cem eines Gemisches von 5 ccm 10°/, iger 






























cT'0- 


lo 
Jkcholischer Trimethylaminlésung und 12 ccm absolutem AI- 


 xohol, das zweite mit 1 ccm dieser Mischung. Ist der Apparat 
- ucht befunden und mit Kohlendioxyd geftillt, so wird der Zu- 
-leitungsschlauch mittels Prizisionsquetschhahn geschlossen und 
_ las Schwefelsiturebad mit der Mikroflamme ganz langsam auf 
_ ctwa 140° erhitzt und zwar derart, daB im Absorptionsgef iB | 
_ ro Sekunde eine, héchstens in 2 Sekunden 3 Gasblasen aus- 
treten. Je 3—4 Blasen sammeln sich in der ersten Kin- 
_ snickung der Spirale, gehen dann als eine groBe Blase weiter 
' vw zweiten Kinknickung, wo sich abermals 3—4_ solcher 
_ Blasen ansammeln, um dann in das zweite AbsorptionsgefiB 
' iberzutreten. Diese héchste Blasengeschwindigkeit darf wihrend 
j des ganzen Vorgangs nicht iiberschritten werden und die Mikro- 
_ flamme ist mittels Quetschhahns entsprechend zu regeln. Die 
~ &— Jodwasserstoffsiure wird solange bei geschlossenem Prizisions- 
juetschhahn im Sieden erhalten, bis keine Blasen mehr iiber- 
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gehen. Nun wird dieser Hahn sehr vorsichtig gedffnet up) 
Kohlendioxyd zugeleitet, so daB die alte Blasengeschwindigke;; 
wieder hergestellt ist. Die Jodwasserstoffsiure wird noch eine 
weitere halbe Stunde (meist geniigen 10 Minuten) im Siede, 
erhalten, worauf die Flamme entfernt und wihrend des ). 
kaltens durch allmahliche Verstarkung der Zufuhr von Kohilep. 
dioxyd die Blasengeschwindigkeit geregelt wird. Nach dem 
Erkalten werden die AuffanggefaBe gut verschlossen einen Tag 
aufbewahrt, wobei sich an den Wandungen des ersten (iis. 
chens, sowie an der Spirale reichliche Krystallisation yoy 
Tetramethylammoniumjodid einstellt, wenn die Substanz ab. 
spaltbare Methyle enthielt. Da das Methyljodid gegen ‘ri. 
methylamin reaktionsfihiger ist als das Athyljodid, hat sich im 
zweiten AuffanggefiB héchstens eine Spur Tetramethylammo. 
niumjodid gebildet.') Die Spirale wird nun vorsichtig heravw:. 
genommen, mit absolutem Alkohol abgespritzt und in ein kleines 
Becherglas gestellt, ebenso wird das Zuleitungsrohr zur Eprov- 
vette behandelt. Die alkoholische Lésung beider Auffang. 
gefiBe wird unter mehrmaligem Nachspiilen mit absolutem 
Alkohol in ein Becherglischen eingespilt und auf dem Wasser- 
bade zur Trockne eingeengt. Nach dem Erkalten des Becher- 
glases im Exsiccator wird der Riickstand mit wenig absolutem 
Alkohol aufgenommen, wobei noch etwas Tetramethylammoniun- 
jodid zuriickbleibt. Dasselbe wird auf einem mit absolutem 
Alkohol angefeuchtetem Mikrofilter von 1 cm Durchmesser ab- 
filtriert, Becherglas und Filter mit wenig absolutem Alkohol 
dreimal nachgespiilt. Die alkoholische Lésung des Trimethy’- 
ithylammoniumjodids wird mit der 2—3fachen Menge Wasser 
versetzt, ein Tropfen Salpetersiure und 3 ccm 1°/,ige Silber- 
nitratlésung zugesetzt, auf dem siedenden Wasserbad setzt sic) 
das Jodsilber ab. Die beiden AbsorptionsgefaBe, Spirale ut 
Mikrofilter werden in das zum Eindampfen verwendete Becher: 





1) Anfangs wurde zur Kontrolle ein drittes AbsorptionsgefiS mit 
1 cem 4°/,iger alkoholischer Silbernitratlésung angeschlossen, doch bi! 
dete sich bei der beschriebenen Blasengeschwindigkeit nie ein Nieder 
schlag von Jodsilber. Die Apparatur wurde vom Glasbliser K. Seebe', 
Stuttgart, Falkertstr. 69 angefertigt. 
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kejt : A clas mit kochendem Wasser abgespiilt, die Lisung dann eben- 

4 falls mit Silbernitrat gefallt. 

| Analysen: +1. 2-Nitro-8- -methoxy -5-oxy-4-carboxithy}- | 
Ee oy trol.) i 


len. | «9,13 mg Substanz gaben 10,135 mg AgJ fiir CH,, 9,154 mg AgJ f 

lem * fiir 0,H;. ti 

Tap 2 CoH, ON. Ber. 6,52 °/,, CH, 12,62 °/, C,H; | 
“* ie Gef. 6,94 12,13 

lise 


2, Monoathylester des Oxalbernsteinsiuredimethylesters.*) 





= 3 16,255 mg Substang gaben 29,61 mg AgJ fiir CH,, 17,00 mg AgJ | 
* i > fiir C,H;. | 
In. C,,H,,0;- Ber. 12,16%/, CH, —11,80°/, C,H, 

in Gef. 11,62 12,91 

no: & 3. Kaliumsalz des vorigen. 

Alls : 20,512 mg Substanz gaben 81,697 mg AgJ fiir CH,, 16,44 mg AgJ 

ines -ftr C,H;.-’) 

rou C,9Hy,0,K. Ber. 10,569, CH,  10,21°/, C,H 

ne Gef. 9,86 9,89 

item a 

se- & Mikroverfahren zur Bestimmung der Methoxyl- 

her- ; und Athoxylgruppen bei Gegenwart von Alkylimid- 

ten gruppen. 

um —& — Befindet sich ein Alkyl am Sauerstoff und eines am Stick- 

tem J stoff, so kann im allgemeinen das erstere bei 130—140°, das 

ab- J letztere beim Erhitzen auf 220—300° abgespalten werden. 


oho | Ausnahmefalle, bei denen sich das Alkyl vom Stickstoff bei 
thy J niederer Temperatur bereits ablést, sind bekannt.’) Wir stieBen 
\sset B ut einen solchen Fall bei der Bestimmung der Alkyle des 
ber- | mittes Diazomethan methylierten indigoiden Stoffes, den Be- 
sic) J nary beschrieben hat.*) Um hier eine getrennte Bestimmung 
und JF der Alkyle durchfihren zu kénnen, wurde die Methylimid- 
het J apparatur nach Pregl mit der beschriebenen Mikro-Willstitter- 

apparatur kombiniert. Es wird also auch hier das Glas- 


f <— 








3 mit ie 
bik J = *) Chem. Ber. Bd. 56, S. 67 (1928). 
eder 1) Diese Analysen warden von Hermn Dipl.-Ing. Gehring :us- 


ber; F gefiibrt. 

| )M. Busch, Chem. Ber. Bd. 85, S. 1565 (19(2). 
‘) Chem. Ber. Bd. 46, S. 1869 (1913). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXAVIJ. 
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réhrchen, das in die wiBrige Phosphoraufschwemmung taucht A m 
auf 1/, mm lichte Weite ausgezogen, um die ndtige Blasen. o 
kleinheit zu erlangen. Die Apparatur wird mit einem Gumnj.— ™ 
stopfen mit den beschriebenen Absorptionsgefifen verbundey : 
Das Siedekélbchen wird mit 1,5—2 ccm HJ (D. 1,7), 8—15 m, 
Substanz und 0,15—0,2 g Jodammonium beschickt. Man ¢. 
hitzt bei 180—140° im Vaselinbad, wie beschrieben, untae. F ™ 
bricht nach dem Erkalten die Zuafuhr von Kohlendioxyd, lit F 
den Gummistopfen und setzt eine Eprouvette mit alkoholische . u 
Silbernitratlésung an. Alsdann wird unter verstarktem Durch. a 8 
leiten von Kohlendioxyd allmihlich bis zu der .Temperaty 
erhitzt, bei welcher sich das Alkyl vom Stickstoff, bzw. de 
Rest desselben, abspaltet und, wenn ndtig, die in die obere 
Kugeln der Apparatur destillierte Jodwasserstoffsiiure ein oder 
mehrere Male zuriickgesaugt. Die jetzt erhaltene Menge Joi. 
silber wird zu der aus dem Tetramethylammoniumjodid er. 
haltenen addiert. 

Dimethylierter Benaryscher Indigo. 





- 8,695 mg Substanz gaben 10,045 mg AgJ fiir C,H,. 
10,21 ,, 4, 4, CH, (4,72 mg bei 140°, 
5,49 mg bei 260°. 
C,,H,,0,N, + 2H,O. Ber. 17,54°/, fiir 2CH,  14,58°/, fiir 20,3, 
Gef. 7,49 14,26 
Obwohl nun hier von einem Mikroverfahren im Sinn 
Pregls, der nur 1—5 mg Substanz verwendet, nicht ge 
sprochen werden kann, bietet die beschriebene Bestimmung: 
methode doch geniigende Vorteile gegeniiber dem Mikro- 
verfahren, da man mit 8—15 mg Substanz auf fast genave 
Resultate rechnen kann. —- AnschlieBend seien einige Methy!- 
imidbestimmungen angefiihrt, die mit dem rhodanwasset- 
stoffsauren Brucin ausgefiihrt worden sind, um eine Kon 
trolle dafiir zu haben, ob in den Rhodanhiminen die Methy!- 
bestimmungen richtige Werte liefern konnten. Aus det 
Resultaten geht hervor, daB die tibliche Methode mit Zwischen- 
schaltung einer angesiuerten Cadmiumsulfatlésung geniigen! 
genaue Werte gibt,“ obgleich die Jodsilberniederschlige nich! 
ganz frei von Schwefelsilber erschienen, da sie etwas gral 
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| yerfarbt waren. Am geeignetsten erwies sich die Mikro- 
_ methode. 

Zur Darstellung des rhodanwasserstoffsauren Brucins lést 
man 1g des Alkaloids in 25 ccm 3°/ iger Rhodanwasserstoff- 
siure bei Wasserbadtemperatur. Beim Erkalten scheidet sich 
das Rhodansalz in gut ausgebildeten, an beiden Enden zu- 
gespitzten Prismen bis zu 1 mm Lange ‘und 0,2 mm Duarch- 
messer ab. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus heiBem 
Wasser, unter Zusatz von etwas Tierkohle beim ersten Mal, 
und Trocknen im Vakuum schmolz es bei 178° unter Zer- 
setzung. Ausbeute 0,8 g. 


0,2497 g Substanz (i. V.) verloren bei 130° 0,0089 g H,O. 























0,1940 g = gaben 0,0948 g BaSO, (Carius). 
0,2274 g . » 17,5 ceem N bei 12° 749 mm B, 
0,1070 g ‘s - 0,1104 g AgJ (Makro-Zeisel), | 
0,2854g 4 » 0,2420¢ ,, » | 
' 2,309 mg ‘a ‘ 2,310 mg ,, (Mikro-Zeisel). 
er 5,647mg i, » 5,702 mg ,, ” 


C,,Hyo(CH,),0,N,HSCN + 11,0. 

Ber. 8,82°/, H,O 6,80% S  8,91°9/, N 6,87, CH, 

Gef. 3,60 6,71 9,08 6,60 und 6,57 
6,40 ,, 6,46 


Stuttgart, am 1. Januar 1923. 








»Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus,“ 
Erwiderung auf die Antwort Emil Abderhaldens.') 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Ztirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Januar 1923.) 


In den Bemerkungen, welche Abderhalden in unserer 
Kontroverse zum Titelthema ausfiihrt, findet sich die Basis 
der Diskussion in einem Sinne verschoben, welche eine 
nochmalige Erwiderung nicht umgehen laBt. Denn aus dem 
Inhalt der jetzigen Darstellung Abderhaldens spricht der 
Vorwurf einer unrichtigen oder wenigstens verschleierten Dar- 
stellung zeitlicher Verhaltnisse durch mich. Abder- 
halden schreibt: ,.Ich muBSte dem Kindruck begegnen, als 
hatte ich erst nach der Mitteilung von W. R. Hess diese 
Forschungen aufgenommen.“ Eine solche Einstellung entbehrt 
tatsiichlich des Haltes, da ich mich selbst einleitend zu meiner 
ersten Arbeit seinerzeit in folgender Weise wértlich aus- 
gedriickt uabe: ,,Es reihen sich daran (d. h. die Untersuchungen 
von Dutcher) die Befunde Abderhaldens, welche seit der 
Inangrifinahme meiner eigenen Untersuchungen iiber Reduktion 
des Gasstoffwechsels an den Avitaminosetauben bekannt geveben 
worden sind, ferner iiber die verminderte in vitro festgestellte 
Sauerstoffaufnahme der Muskeln von Avitaminosetieren.“ 

Der Inhalt dieses Satzes kennzeichnet heute noch die Ver- 
haltnisse, wie sie in Wirklichkeit liegen, so daB es fiir mich 
in diesem Punkte nichts anzuerkennen gab. Um was es sicl 
gehandelt hat, war eine ausgiebigere Zitierung der einzeluen 
Arbeiten Abderhaldens und Mitarbeiter. Abderhalden 


1) Diese Zs. Bd. 122, S. 88 (1922), 
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nabm Veranlassung, meine Zitate in dieser Beziehung noch 
in eigener Hinsendung zu ergiinzen und diese Zitatergin- 
zungen lieB ich als solche gerne gelten. Was den Inhalt 
unserer Arbeiten und die aus ihnen sich ergebenden 
Priorititsanspriiche anbetrifft, so darf es wohl andern itber- 
jassen bleiben, nachzulesen, was vom KEinzelnen vermutet, 
gesagt, selbst widersprochen und was sich schlieBlich als 
richtig erwiesen hat. 

In bezug auf den von Abderhalden noch aufgefihrten 
Satz aus meiner mit Messerli publizierten Arbeit, durch 
welchen er meine zu MiBverstindnissen AnlaB gebende Dar- 
stellungsweise aufzeigen will, ist von mir nur das nachzutragen, 
daB jener Satz aus der Zusammenfassung stammt. Dieser 
Umstand ist vielleicht nicht so nebensichlich, daB er 
verschwiegen werden diirfte, wenn es sich darum handelt, 
Sinn und Geist, in welchem ich meine Ausdrucksweise gewablt, 
zu beurteilen. Im Zusammenhang ist es denn auch klar, daB 
es bei meiner Darstellung darauf ankommt, die neue Mitteilung 


' als eine Fortsetzung friiherer Arbeit erkennen zu lassen. Im 


iibrigen geht mein Empfinden dahin, daB diese Diskussion 
sicher unterblieben ware, wenn Abderhalden in seinen An- 
spriichen auf Riicksichtnahme auf seine Person die eigene 
Gepilogenheit zum MaSstab genommen hitte. 

Was nun die auf das Thema selbst sich beziehende Kritik 
Abderhaldens anbetrifft, sei auf eine ausfihrlichere Er- 


_ widerung in Pfligers Archiv!) hingewiesen, wo auch der Ge- 


nannte die von ihm in den ,,Bemerkungen“ erwahnten eigenen 


3 Beobachtungen iiber Blausiurevergiftung publiziert hat und 


wo seine Kinwendungen gegen meine Interpretation der Ver- 
giitungssymptome ausfihrlicher dargelegt sind. Nur soviel sei 


| hier gesagt, daB die gesteigerte Blausiureempfindlichkeit von 


lauben im latenten Stadium der Avitaminose nicht, wie 
Abderhalden meint, einfach mit dem Ausbrechen von Reiz- 


| Symptomen bei Aufregung eines Tieres identifiziert werden 
| (arf. Unsere Deutung der Pathogenese der Beriberisymptome 


_‘) W.R. Hess, Die Blausiurevergiftung als Methode der Vitamin- 
forschung, Pfliigers Arch. 






































